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1 Einleitung 
1.1 Tropische virale hämorrhagische Fieber (VHF) 
Eine Vielzahl von fieberhaften Erkrankungen des Menschen wird von Viren 
verursacht. Besonders schwere Fälle teilweise mit Gerinnungsstörungen, 
Multiorganversagen und einer großen Anzahl tödlicher Verläufe treten dabei häufig in 
den Tropen auf. Diese Erkrankungen stellen nicht nur für den einzelnen Patienten 
sondern auch für das Klinikpersonal und pflegende Angehörige eine große Gefahr 
dar (Fabiyi, 1976; Muyembe und Kipasa, 1995). Weiterhin entstehen den öffentlichen 
Gesundheitssystemen, so sie denn in den betroffenen Ländern vorhanden sind, 
große Kosten. Auch sind in abgelegenen Gebieten die peripheren 
Gesundheitszentren oftmals schlecht ausgerüstet und das Personal nicht 
ausreichend geschult und somit nicht in der Lage, beispielsweise Ausbrüche des 
Ebolafiebers effizient einzudämmen (Muyembe und Kipasa, 1995).  
Ein grundsätzliches Problem mit VHF ist die sehr unspezifische Symptomatik, die 
leicht zu Verwechslung mit Malaria oder systemischen bakteriellen Erkrankungen 
führt (McCormick et al., 1987; Timen et al., 2009). VHF bedürfen jedoch einer 
gänzlich anderen Behandlung, da Antibiotika oder Antimalariamedikamente 
wirkungslos sind. Im Gegensatz zu Malaria und z.B. bakterieller Sepsis sind VHF in 
vielen Fällen direkt von Mensch zu Mensch übertragbar, wodurch es zu schweren 
nosokomialen Ausbrüchen kommen kann (Fisher-Hoch, 2005). Die Labordiagnostik 
ist deshalb von besonderer Bedeutung. 
Die Behandlung von VHF beschränkt sich in den meisten Fällen auf unterstützende 
intensivmedizinische Betreuung der Patienten (Wilson et al., 2001). Gegen die 
meisten Viren fehlt eine spezifische medikamentöse Behandlung. Ausnahmen stellen 
hier das Lassa-Virus (McCormick et al., 1986) und das Krim-Kongo Hämorrhagische 
Fieber Virus (CCHFV, engl. Crimean-Congo hemorrhagic fever virus) dar (Ergonul, 
2008). In Patienten und in Zellkultur konnte in Studien eine Wirksamkeit der 
Behandlung mit dem Ribonukleosidanalogon Ribavirin nachgewiesen werden. Da es 
keine anderen Behandlungsmöglichkeiten gibt, ist die Suche nach wirksamen 
antiviralen Substanzen wichtig (Gowen et al., 2007; Bray, 2008; Larson et al., 2008; 
Lee et al., 2008). 
Vertreter der VHF-Erreger gehören in den meisten Fällen zu den Familien 
Flaviviridae (z.B. Denguevirus, Gelbfieber-Virus), Bunyaviridae (z.B. Hantaviren, 
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CCHFV), Filoviridae (z.B. Ebolavirus, Marburgvirus) oder Arenaviridae (z.B. Lassa-
Virus, Junin-Virus). Die Übertragung auf den Menschen erfolgt entweder über einen 
Arthropodenvektor, wie Stechmücken bei Gelbfieber (Tolle, 2009) oder Zecken bei 
CCHFV (Hoogstraal, 1979), direkt vom natürlichen Wirt (Ebola-, Marburgvirus – 
Fledermaus (Groseth et al., 2007); Lassa-Virus – Mastomys natalensis) oder über 
kontaminierte Stäube (Stephenson et al., 1984) oder Lebensmittel (Becquart et al., 
2010). Gegen einige dieser Viren existieren Impfstoffe. Das bekannteste Beispiel ist 
hier die Gelbfieberimpfung (Theiler und Smith, 1937). Auch gegen das Junin-Virus 
(McKee et al., 1992) existiert eine Impfung.  
Alle diese Viren fallen unter den Oberbegriff Zoonosen, haben also ein natürliches 
Reservat in der Natur und sind deshalb nicht vollständig kontrollierbar. Damit stehen 
sie im Gegensatz zu Viren, die ausschließlich den Menschen befallen, wie 
Orthopoxvirus variola oder wie das Masernvirus. Diese sind bei ausreichender 
Immunisierung ausrottbar (Breman und Arita, 1980). Aufgrund der Verbindung zu 
tierischen Wirten ist es von großem Interesse zu verstehen, wie sich die Viren in 
ihrem Wirtsreservoir verbreiten und wie sie sich im Laufe der Evolution mit ihren 
Wirten entwickelt haben oder neue Wirtsspezies erschlossen haben (Wong et al., 
2007).  
1.2 Arenaviridae 
Die Familie Arenaviridae umfasst einzelsträngige RNA-Viren mit einem 
bisegmentierten Genom. Jeweils zwei der insgesamt vier Gene liegen zusammen auf 
einem Segment, wobei die Gene gegenläufig angeordnet sind, eine 
Kodierungsstrategie, die als ambisense bezeichnet wird (Auperin et al., 1984). 
Aufgrund der Tatsache, dass die RNA alleine nicht infektiös ist, werden die 
Arenaviridae zu den negativsträngigen RNA-Viren gezählt.  
Der Name Arenaviridae (von lat. arenosus, sandig) rührt von der körnigen Struktur 
der Virionen her. Dieses Aussehen wird durch Ribosomen des Wirtes hervorgerufen. 
Deren Funktion ist bis heute jedoch unbekannt (Leung und Rawls, 1977). 
Die Familie spaltet sich taxonomisch in zwei Hauptlinien auf. Zu de 
Neuweltarenaviren gehören alle Arenaviren, die in Nord- oder Südamerika 
vorkommen. Zu den Altweltarenaviren gehören das ubiquitär vorkommende Virus der 
lymphozytären Choriomeningitis (LCMV) und alle afrikanischen Arenaviren. 2009 
waren vom “International Comitee on Taxonomy of Viruses” offiziell 23 Spezies 
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aufgeführt (fünf Altweltarenaviren und 18 Neuweltarenaviren) 
(http://talk.ictvonline.org/files/ictv_documents/m/msl/1231.aspx). Weitere sieben 
Spezies waren zu diesem Zeitpunkt noch nicht offiziell zugeordnet. 
Unter den Arenaviren gibt es eine Reihe von humanpathogenen Vertretern. 
Machupo-, Junin-, Guanarito- und Sabia-Virus verursachen hämorrhagische Fieber 
in Südamerika (Anonym, 1985; Lisieux et al., 1994; Tesh, 1994), Lassa- und Lujo-
Virus in Afrika (Frame et al., 1970; Briese et al., 2009). LCMV kann beim Menschen 
neurologische Erkrankungen verursachen (Rousseau et al., 1997). Bei 
Organtransplantierten kann es zu schweren systemischen Infektionen kommen 
(Fischer et al., 2006; Palacios et al., 2008).  
1.2.1 Lassa-Virus 
Das Genom des Lassa-Virus besteht wie bei allen Arenaviren aus zwei Segmenten. 
Das kleine Segment (S) ist etwa 3,4 kb (Kilobasen) lang, das große Segment (L) 
etwa 7,2 kb (Lukashevich et al., 1984). Auf dem kleinen Segment befinden sich die 
Gene für den Glykoproteinvorläufer (eng. glycoprotein precurser, GPC) und das 
Nukleoprotein (NP) (Clegg et al., 1991). Ersteres ist für die Rezeptorbindung 
verantwortlich, letzteres für die Replikation und Transkription essentiell (Hass et al., 
2004). Das L-Segment trägt die Gene für das Matrixprotein (Z) (Perez et al., 2003) 
und die virale Polymerase (L). Das L-Protein besteht aus mehreren Domänen 
(Brunotte et al., 2010) und hat neben der RNA-Polymerasefunktion (Hass et al., 
2008) die Funktion einer Endonuklease (Lelke et al., 2010). Weitere Funktionen sind 
bislang noch nicht beschrieben. 
Der Replikationszyklus beginnt mit der Bindung an den zellulären Rezeptor -
Dystroglykan (Cao et al., 1998) über das Lassa-Virus Glykoprotein und der 
Internalisierung über einen Clathrin-unabhängigen Endozytoseweg (Borrow und 
Oldstone, 1994). Das Glykoprotein zählt zu den Klasse-I-Fusionsproteinen (Eschli et 
al., 2006). Durch Ansäuerung des Endosoms kommt es zur Konformationsänderung 
des Glykoproteins, dessen Fusionspeptid die Membranfusion zwischen Virion und 
Lysosom vermittelt (Marsh und Helenius, 2006). Die Genomsegmente gelangen auf 
diese Weise in das Wirtszellzytosol. Die RNA ist durch das NP komplexiert und 
vermutlich ist an jedes Genomsegment zumindest ein L-Protein gebunden, das die 
primäre Transkription vermittelt. Zunächst werden Transkripte des NP- und L-
Proteins hergestellt, die für die Replikation essentiell sind. Vom neu entstandenen 
Antigenom werden in der Folge sowohl Transkripte für das GPC und das Z-Protein 
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hergestellt, als auch neue Genome. Das Z-Protein vermittelt weitestgehend den 
Zusammenbau der Virionen und sorgt im Zusammenspiel mit dem Glykoprotein für 
das Abknospen an der Zellmembran. Neue Zellen können anschließend infiziert 
werden und der Replikationszyklus ist abgeschlossen (Gunther und Lenz, 2004). 
1.2.2 Lassa-Fieber 
Das Lassa-Virus wurde 1969 als Verursacher eines teilweise schwer verlaufenden 
VHF identifiziert, nachdem sich amerikanische Missionsschwestern in Nigeria infiziert 
hatten (Frame et al., 1970). Der natürliche Wirt ist Mastomys natalensis, die 
Vielzitzenratte, die in ganz Afrika südlich der Sahara vorkommt. Sie ist Kulturfolger 
und dringt ähnlich der Hausmaus oder Ratte in menschliche Behausungen ein 
(Fichet-Calvet et al., 2007). Auf diese Weise gelangt das Virus zum Menschen, der 
sich zum Beispiel über kontaminierte Nahrung mit Lassa-Virus infizieren kann. Trotz 
des weiten Vorkommens des Wirtes konnte Lassa-Virus nur in Nigeria (Troup et al., 
1970), Mali (Safronetz et al., 2010), Sierra-Leone (Monath et al., 1974), Liberia 
(Monath et al., 1973) und Guinea (Lukashevich et al., 1993) definitiv nachgewiesen 
werden. Vermutet wird außerdem das Vorkommen in der Elfenbeinküste (Gunther et 
al., 2000). Der Grund für die Abwesenheit von Lassa-Virus in den Ländern zwischen 
Nigeria und Mali ist unklar.  
Die von Lassa-Virus verursachte Erkrankung wird Lassa-Fieber genannt. Es ist die 
bei weitem bedeutendste humane Erkrankung weltweit, die durch ein Arenavirus 
verursacht wird. Im Endemiegebiet erkranken nach älteren Schätzungen jährlich 
100.000 bis 300.000 Menschen (McCormick et al., 1987).  
Die Symptome der Erkrankung beginnen wenige Tage bis zu drei Wochen nach der 
Infektion. Sie sind zunächst unspezifisch und umfassen Fieber und allgemeines 
Unwohlsein. Es folgen häufig Halsschmerzen, Gelenkschmerzen und Durchfall. Die 
Prognose bei schweren Verläufen, die dann Ödeme oder sogar 
Schleimhautblutungen aufweisen, ist oft sehr schlecht (McCormick et al., 1987). 
Insgesamt wird vermutet, dass etwa 5% der Patienten an Lassa-Fieber versterben 
(McCormick et al., 1987). Bei hospitalisierten Fällen und nach nosokomialen 
Ausbrüchen ist die Mortalität höher (Fisher-Hoch, 2005). 
Eine Behandlung der Patienten ist mit Ribavirin möglich. Für nachweislich wirksame 
Effekte muss die Gabe allerdings in der ersten Woche der Erkrankung beginnen. 
Leider sind keine alternativen Medikamente bekannt, die auch im späteren Verlauf 
noch die Genesung stützen (McCormick et al., 1986). 
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Eine Impfung ist nicht verfügbar, obwohl in Tiermodellen durchaus Erfolge mit 
Chimären und Pseudotyp-Viren erzielt wurden (Lukashevich et al., 2005; Rodriguez-
Carreno et al., 2005).  
1.2.3 Lassa-Fieber Diagnostik 
Wegen der unspezifischen Symptomatik wird besonders in der Anfangsphase der 
Erkrankung ein Lassa-Fieber oft mit Malaria oder grippalen Erkrankungen 
verwechselt, was zu falscher Behandlung oder nosokomialen Infektionen durch 
ausbleibende Schutzmaßnahmen führen kann. Eine definitive Antwort auf die 
Krankheitsursache gibt allein die Labordiagnostik (McCormick et al., 1987). 
Serologische Testmethoden weisen eine Erkrankung indirekt über die Immunantwort 
des Wirtes nach. Im Laufe einer Infektion entstehen üblicherweise Antikörper gegen 
Antigene des Pathogens. Zuerst wird IgM gebildet, dann kommt es zu einem 
Antikörperklassenwechsel hin zu IgG. Der Nachweis von IgM gegen ein 
Erregerantigen deutet auf eine akute oder frühe Phase der Infektion hin, der 
Nachweis von IgG auf eine späte Phase oder eine schon überstandene Infektion. Bei 
Lassa-Fieber kann insbesondere bei schweren Verläufen eine humorale 
Immunantwort vollständig ausbleiben (Schmitz et al., 2002). Labordiagnostik mit 
serologischen Methoden würde in solchen Fällen ins Leere laufen und falsch-
negative Ergebnisse liefern. 
Die verfügbaren Methoden zum direkten Nachweis von Pathogenen eignen sich 
unterschiedlich gut für die Früherkennung. Die Anzucht eines Erregers in Kultur ist 
ein sehr spezifischer Nachweis, jedoch oft zeitaufwendig und erfordert bei Lassa-
Virus ein Sicherheitslabor der Stufe 4 (Buckley und Casals, 1970; Monath und 
Casals, 1975; Jahrling et al., 1985). Die Detektion von Virusantigen ist schneller und 
die Proben können vor der Verwendung inaktiviert und somit auch außerhalb eines 
Sicherheitslabors verwendet werden. Das gilt auch für den Nachweis der 
Erregernukleinsäure durch Polymerase Ketten Reaktion (engl. Polymerase Chain 
Reaction, PCR), jedoch ist dieser noch sensitiver, und das Testprinzip lässt sich 
leichter zwischen verschiedenen Laboren transferieren, was den Einsatz in 
Endemiegebieten erleichtert. 
Auch für die Detektion von Lassa-Virus sind Protokolle publiziert (Lunkenheimer et 
al., 1990; Demby et al., 1994; Vieth et al., 2007). Die RT-PCR (RT, Reverse 
Transkriptase) von Demby et al., wurde lange Zeit erfolgreich auch in der Diagnostik 
des Bernhard-Nocht-Instituts für Tropenmedizin in Hamburg eingesetzt. Vom Jahre 
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2005 an wurden klinische Proben von Lassa-Fieber Verdachtsfällen aus Liberia am 
Institut untersucht. Es wurde ein Nachweis über RT-PCR durchgeführt, 
Anzuchtversuche im Stufe 4 Labor erfolgten, und serologische Parameter gegen 
Lassa-Virus wurden untersucht. Dabei zeigte sich, dass einige Lassa-Virus Stämme 
zwar in Zellkultur isoliert werden konnten, aus dem Probenmaterial jedoch kein 
Nachweis per RT-PCR möglich war (Panning et al., 2010). PCR-Diagnostik ist 
abhängig von einer möglichst großen Menge verfügbarer Sequenzinformationen und 
ständiger Weiterentwicklung, damit das Auftreten neuer Sequenzvarianten in die 
Modifikation des Tests mit einbezogen werden kann. 
1.3 Antivirale Therapie 
Zur Behandlung von bakteriellen Infekten stehen eine Reihe Antibiotika mit breiten 
Wirkspektren und guter Verträglichkeit für den Patienten bereit. Im Gegensatz dazu 
gibt es nur wenige antivirale Medikamente, die oft nur ein enges Wirkspektrum und 
starke Nebenwirkungen haben. Viele antivirale Medikamente ähneln (Desoxy-) 
Ribonukleosiden (Mathe und Gosselin, 2006; Duong und Mousa, 2009). Diese 
Nukleosidanaloga inhibieren die viralen Polymerasen in unterschiedlicher Weise. 
Ribavirin, ebenfalls ein Ribonukleosidanalogon, ist einer der wenigen Stoffe, der 
gegen eine Vielzahl von Viren zumindest in vitro aktiv ist (Eriksson et al., 1977; 
Goswami et al., 1979; Watts et al., 1989; Crotty et al., 2000). Auch Lassa-Virus wird 
durch Ribavirin gehemmt (Stephen und Jahrling, 1979). Der genaue 
Wirkmechanismus ist jedoch unbekannt. Für andere Viren sind die Wirkweisen von 
Ribavirin teilweise aufgeklärt. Vier verschiedene Mechanismen werden diskutiert. (I) 
Ribavirin kann die Übertragung einer Cap-Struktur an mRNA durch virale 
Guanylyltransferasen hemmen und so die Synthese neuer Virusproteine verhindern 
(Goswami et al., 1979). (II) Durch Einbau in den naszierenden RNA-Strang kann in 
der darauffolgenden Replikationsrunde eine erhöhte Mutationsrate hervorgerufen 
werden (Crotty et al., 2000). (III) Ribavirin kann weiterhin durch kompetitive 
Hemmung der Viruspolymerase wirken und eine effiziente Replikation und 
Transkription verhindern (Eriksson et al., 1977; Fernandez-Larsson et al., 1989; 
Gumina et al., 2001). (IV) Eine vierte mögliche Wirkweise betrifft einen zellulären 
Stoffwechselweg. Ribavirin kann die Inosinmonophosphat Dehydrogenase (IMPDH) 
hemmen und so zu einem Abfall der GTP-Konzentration in der Zielzelle führen. 
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Schnell wachsende Zellen oder Viren werden dadurch im Wachstum gebremst 
(Leyssen et al., 2005).  
Die Hemmung der IMPDH wird deshalb auch zu anderen Zwecken eingesetzt. Ein 
zugelassenes Medikament zur Immunsuppression, Mycophenolsäure (mycophenolic 
acid, MPA), wirkt ausschließlich durch Hemmung der IMPDH (Sweeney et al., 1972). 
Strukturell ist MPA jedoch nicht mit Ribavirin verwandt. Eine weitere Verbindung, die 
gezielt die IMPDH hemmt, ist 5-Ethynyl-1--D-ribofuranosylimidazol-4-Carboximid 
(EICAR) (Balzarini et al., 1998). Strukturell ähnelt EICAR eher dem Ribavirin und ist 
auch ein Nukleosidanalogon. Generell ist die Suche nach neuen antiviralen Stoffen 
auch deshalb problematisch, weil Viren viele zelluläre Stoffwechselwege nutzen und 
diese nicht hemmbar sind, ohne dem Wirt zu schaden.
Ribavirin EICAR
Mycophenolsäure
Abbildung 1: Inhibitoren der Inosinmonophosphat-
Dehydrogenase. Ribavirin und EICAR sind Nukleosidanaloga, 
Mycophenolsäure ist strukturell nicht verwandt.  
Quelle: Ribavirin und Mycophenolsäure (Wikipedia), EICAR (De 
Clercq, 2001) 
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1.4 Phylogenie und Evolution von Viren 
Die Entstehung verschiedener Arten im Laufe der Evolution erfolgt durch 
Differenzierung vorhandener Eigenschaften (Darwin, 1859). Die Annahme, dass 
Arten, die heutzutage ähnliche Eigenschaften (Phänotypen) haben, verwandt sind 
und gemeinsame Vorfahren haben, ermöglicht die Erstellung von Stammbäumen 
durch Vergleich von Phänotypen. Nicht nur Arten können verglichen werden sondern 
jede taxonomische Einheit, wie Familien, Gattungen oder - bei Viren häufig - 
Stämme. Die Definition der Artgrenze bei Viren ist problematisch und wird für jede 
Virusfamilie unterschiedlich festgelegt (Van Regenmortel et al., 1991; Van 
Regenmortel et al., 1997; Bowen et al., 2000).  
In der klassischen Phylogenie werden äußere Merkmale verglichen, in der 
molekularen Phylogenie Nukleinsäure- oder Aminosäuresequenzen. Diese sind 
besser objektivierbar als andere Merkmale. Weiterhin bietet ein Vergleich auf 
molekularer Ebene den Vorteil, dass nicht nur ganze Lebewesen sondern auch 
einzelne genetische Elemente miteinander verglichen werden können.  
1.4.1 Co-Divergenz 
Da Viren von Wirten abhängig sind, stellt sich die Frage, ob die 
evolutionsgeschichtliche Entwicklung von Wirt und Virus zusammenhängt. Ein 
Beispiel für eine Co-Divergenz im Laufe der Evolution stellen die Herpesviren dar 
(Wellehan et al., 2008). Generell sind diese großen DNA-Viren sehr speziell an den 
jeweiligen Wirt angepasst und infizieren diesen latent persistierend. Die meisten 
Tiere haben individuell an sie angepasste Herpesvirusspezies. Selten kommt es zu 
Übertragungen auf andere Wirte auch wenn das teilweise fatale Folgen haben kann, 
wie nach der Übertragung des Herpes-B-Virus von Affen auf Menschen (Hummeler
et al., 1959). 
Für viele andere Viren wurde ebenfalls lange eine Co-Evolution angenommen. Ein 
klassisches Beispiel für Co-Evolution zwischen RNA-Virus und Wirt sind Hantaviren 
(Sironen et al., 2001). Die Topologie des Stammbaumes der Viren stimmt 
weitestgehend mit der des Wirtsstammbaums überein. Nah verwandte Viren 
infizieren nah verwandte Wirte. Auch bei den Arenaviren wurde angenommen, dass 
Co-Evolution der treibende Faktor der Differenzierung war (Bowen et al., 1997). Der 
Evolutionsmechanismus der Arenaviren ist jedoch noch Gegenstand von Diskussion. 
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Es gibt sowohl Argumente, die für eine Co-Divergenz sprechen, als auch Argumente, 
die dagegen sprechen (Albarino et al., 2010).  
1.4.2 Molekulare Uhr  
Mutationen im Genom entstehen bei jedem Lebewesen in jeder Generation bzw. 
Replikationsrunde. Es werden grundsätzlich Transitionen (Purin zu Purin und 
Pyrimidin zu Pyrimidin) und Transversionen (Purin zu Pyrimidin und umgekehrt) 
unterschieden. Auch Insertionen und Deletionen sind mögliche Mutationsarten. 
Mutationen, die nachteilig für das Individuum sind, gehen bei tödlichem Effekt sofort 
wieder verloren oder werden nicht in der Population fixiert (Lemey et al., 2009).  
Nach der neutralen Theorie der molekularen Evolution ist nur ein kleiner Teil der in 
einer Population fixierten Mutationen vorteilhaft für das Individuum. Der Großteil der 
fixierten Mutationen verhält sich hingegen neutral. Ein wichtiges Beispiel hierfür sind 
die dritten Positionen in aminosäurekodierenden Basentripletts. Diese haben nur in 
wenigen Fällen Auswirkung auf das codierte Protein. Wird nun angenommen, dass 
die Mutationsrate über die Zeit konstant ist, kann anhand der Anzahl der fixierten 
Mutationen und Kalibrierungsdaten (fossile Funde oder bekannte 
Probennahmedaten) die Mutationsrate bestimmt werden (Gojobori et al., 1990).  
Bei RNA-Viren liegen die beobachteten Mutationsraten oftmals extrem hoch im 
Bereich von 10-4 bis 10-3 Position-1 Jahr-1. Zum Vergleich dazu hat der Mensch eine 
Austauschrate von etwa 2,5 x 10-8 Position-1 Jahr-1 (Nachman und Crowell, 2000). 
1.5 Zielsetzung 
Durch Sequenzierung neuer Lassa-Virus Stämme sollte die Sequenzbasis für die 
molekulare Diagnostik erweitert werden. Bestehende Testsysteme sollten in silico auf 
ihre Spezifität hin überprüft werden. Technische Basis sollten konventionelle RT-
PCR mit anschließender Detektion im Agarosegel und RT-PCR mit interner Kontrolle 
für Detektion mittels Makroarray sein. Die neuen Teste sollten validiert und im 
Diagnostiklabor des BNI etabliert werden. Auch sollte im Endemiegebiet in Nigeria 
ein molekularbiologisches Diagnostiklabor aufgebaut werden, in dem die neuen 
Testsysteme zum Einsatz kommen sollen. 
Therapiemöglichkeiten für die Behandlung von Lassa-Virus sollten verbessert 
werden, indem neue, potentiell antivirale Substanzen getestet wurden. Außerdem 
sollten Ebolavirus und CCHFV mit in diese Suche eingeschlossen werden. Damit 
1 Einleitung 
10 
umfasste das Screening drei verschiedene RNA-Virus-Spezies aus unterschiedlichen 
Virusfamilien. 
Der Wirkmechanismus des einzig wirksamen Medikamentes gegen Lassa-Virus 
sollte weiter aufgeklärt werden, damit besser verstanden wird, wie zukünftige 
Medikamente entwickelt werden könnten. 
Ein Überblick über die kursierenden Lassa-Virus Linien und deren Verbreitung sollte 
mögliche Einblicke in Risikogebiete geben. Ein zeitlicher Überblick über die Lassa-
Virus-Evolution sollte erstellt werden.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Nukleinsäuren 
2.1.1.1 Plasmide 
Plasmide Anbieter 
pCite-2a mit der PCR-Zielregion 
verschiedener Lassa-Virus Stämme unter 
Kontrolle des T7-Polymerasepromotors 
Michaela Lelke, Projektarbeit am BNI, 2006 
T7_Nig_ARLV_GPC Geneart, Regensburg
T7_Nig_Weller_GPC Geneart, Regensburg
T7_Nig_803213_GPC Geneart, Regensburg
T7_Nig_LP_GPC Geneart, Regensburg 
FF-pCITE-T7 BNI, Hamburg 
2.1.1.2 Lassa-Virus Diagnostikprimer 
Name Sequenz (5’ – 3’) Ziel 
LVS_339-a GTT CTT TGT GCA GGA KAG GGG CAT KGT CAT GPC-Gen 
LVS_339-b GTT CTT TGT GCA GGA GAG AGG CAT GGT CAT GPC-Gen 
LVS_339-c GTT CTT TGT GCA GGA CAA GGG CAT GGT CAT GPC-Gen  
LVS_339-d* GTT CTT TGT GCA GGA MAG GGG CAT KGT CAT GPC-Gen 
36E2 ACC GGG GAT CCT AGG CAT TT GPC-5’-UTR 
80F2 ATA TAA TGA TGA CTG TTG TTC TTT GTG CA GPC-Gen 
IC-Fwd        TGA ACA TCA CGT ACG CGG A Photynus pyralis Luciferase 
IC-Rev-Bio Biotin- GCA TGC GAG AAT CTG ACG C Photynus pyralis Luciferase 
*auch als 5’-biotinylierte Form verwendet 
2.1.1.3 Lassa-Virus Sequenzierprimer 
S-Segment 
Name Sequenz (5’ – 3’) 
OWS0001 + GCG CAC CGG GGA TCC TAG GC 
LVS_613+ TCT TAC AGA CTT TYA TGA GRA TGG C 
LVS_675+ GGG AAY TGG GAY TGY ATA ATG AC 
OWS_1000- AGC ATG TCA CAG AAY TCY TCA TCA TG 
LVS_1271+ AGC AGA CAA CAT GAT MAC WGA 
LVS_1303+ AGG AAT ACA TGG AGA GRC ARG G 
LVS_2006+ CCA TGW GAA TAY TTG GCA TCY TG 
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LVS_2656a+ GTT GGG GTA CTT TGC TGT GTA 
LVS_2656b+ GTT AGG ATA TTT AGC TGT ATA 
LVS_754- GAA AAY TGR CAG TGR TCT TCC C 
LVS_811- TAT ATG TCT CTG GTY CTY TGT GA 
LVS_1474- ATG CCC ATG TGR TTS AGY CTR TG 
LVS_2158- CCC AAR TGC CAA AAC NTG GAT 
LVS_2784a- AAC AAC CAG TTC GGC ACC ATG CC 
LVS_2784b- AAC AAC CAG TTC GGR ACM ATG CC 
OWS3400A- CGC AGA GTG GAT CCT AGG CTA TTK GAT TGC GC 
L-Segment 
Name Sequenz 
LVLrc...1+/7655 CGC ACC GGG GAT CCT AGG CAA TTT GGT TGT C 
LVL_602+ AAT GAA CAG ATA CCT GAY TGG G 
LVL_1118+ CAA ATG CAR TGY TGG AGA TC 
LVL_1814a+ CAG AAG ACA GGT GAA TGY TCR AAR TG 
LVL_1814b+ CAG AAG ACA GGT GAA TGY TCY AAR TG 
LVL_2320a+ GAT CAG ATA AAA TGT TTT GAR AAG 
LVL_2320b+ GAC CAA ATC AAA TGC TTT GAR AAA  
LVL_2774a+ TAT GAA TAT AAA GTG CAA CAR GCR ATG AG 
LVL_2774b+ TAT GAT TAC AAG ATA CAA CAR GCR ATG AG 
LVL_3569a+ GGT GAC CTT AGG ACA AAR ATG TTT AC 
LVL_3569b+ GGA GAT CTT AGG ACR AAG ATG TTC AC 
LVL_4232+ GAC TTC CAC TAT TAY ATG AG 
LVL_4253+ GAT CAG CTC AAT AAR TTT GTG AGY CC 
LVL_4847a+ CAG AAR ATT ATA TAC TCA GGT GC 
LVL_4847b+ CAA AAR ATA ATY TAT TCA GGT GCT GT 
LVL_5753a+ GGG TCY TTC ACA TGG TTY CCA CA 
LVL_5753b+ GGG TCA TTC ACA TGG TTC CCT CA 
LVL_6581a+ CAG TGG TCA AGC GTG GAY ATM GT 
LVL_6581b+ CAA TGG TCR GGG GTG GAY ATT GT 
LVL_807a- CTT GTT GTT AAT GCC YTG RTG AC 
LVL_807b- CTT GTT GTT AAT GCC YTG RTG GC 
LVL_1334- TCT TTA GAT CYC TTT TTG TTG ANT C 
LVL_1886- CAT AAA ATG AGC ARA CYT CWC CAA C 
LVL_2665a- TCC TTT TCC TTA AAC AGS GAR CCA TTA TT 
LVL_2665b- TCC TTT TCC TTA AAC AAW GAR CCA TTA TT 
LVL_2665c- TCC TTT TCC TTA AAT AGW GAR CCA TTG TT 
LVL_3078- TCA AAA TCT TCA ACC ATR TGR T 
LVL_3750- GGG CCC CAT TTA CTR TGR TCC AT 
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LVL_4413- GCC AGT TGA TGT GGC TCT TTR CAY TT 
LVL_4440- TGA TCA ATG ATT GTA TCA ATT GTY TC 
LVL_4992a- TGG AAT GCA GAT TTG TTG ATR GCT TC 
LVL_4992b- TGG AAT GCA GAT TTG TTT ATT GCT TCA G 
LVL_5010- CAR AGY TCC ATT GCA TCT GG 
LVL_5910- TCT ATC CAT GCA TAR CCC ATC AT 
LVL_6783a- AAC TCC TCA CAY GTY CTG CCY TT 
LVL_6783b- AAC TCT GAA CAT GTT CTY CCY TT 
LVLrc7279a-/8048 TAT GGC GCG CCG CAC CGA GGA TCC TAG GCA TT 
2.1.1.4 Filovirus qPCR 
Oligonukleotid Sequenz (5’ – 3’) 
FiloA2_2 AAG CCT TTC CTA GCA ACA TGA TGG T 
FiloA2_3 AAG CAT TCC CTA GCA ACA TGA TGG T 
FiloA2_4 AAG CAT TTC CTA GCA ATA TGA TGG T 
Filo-B ATG TGG TGG GTT ATA ATA ATC ACT GAC ATG 
Filo-B_RAVN GTG AGG AGG GCT ATA AAA GTC ACT GAC ATG 
EBOSud FAM-CCG AAA TCA TCA CTI GTI TGG TGC CA-TAMRA 
EBOg FAM-CCA AAA TCA TCA CTI GTG TGG TGC CA-TAMRA 
Fam Mbg FAM-CCT ATG CTT GCT GAA TTG TGG TGC CA-TAMRA 
2.1.1.5 CCHFV qPCR  
Oligonukleotid Sequenz (5’ – 3’) 
Ccfor  CAA GGG GTA CCA AGA AAA TGA AGA AGG C 
Ccrev GCC ACA GGG ATT GTT CCA AAG CAG AC 
CCProbeSE01 FAM-ATC TAC ATG CAC CCT GCT GTG TTG ACA-TAMRA 
CCProbeSE03 FAM-ATT TAC ATG CAC CCT GCC GTG CTT ACA-TAMRA 
CCProbeSE0A FAM-AGC TTC TTC CCC CAC TTC ATT GGA GT-TAMRA 
CCProbeSE04 FAM-ATC TAT ATG CAC CCC GCT GTG TTA ACA-TAMRA  
2.1.1.6 Sonstige Primer 
Primer Sequenz (5’ – 3’) 
pUC Fwd (-110) TGC GGG CCT CTT CGC TAT TAC GCC A 
pUC Rev  (-78) GCT TCC GGC TCG TAT GTT GTG TGG A 
2.1.2 Zellen, Bakterien, Viren 
2.1.2.1 Eukaryonte Zellen 
Zelllinie     Herkunft 
Vero Riems Zellen  Friedrich Löffler Institut, Insel Riems 
Vero FM Zellen Universität Frankfurt a. M. 
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2.1.2.2 Bakterienstämme 
Bakterienstamm Anbieter 
E.cloni 10G chemischkompetente Bakterien 
F- mcrA D(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
80dlacZM15 lacX74 endA1 
recA1araD139 (ara, leu)7697 
galU galK rpsL nupG - tonA 
Lucigen, Middleton, USA 
2.1.2.3 Viren 
Virus Herkunft 
Lassa-Virus, AV Abt. Virologie, Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg 
Zaire Ebolavirus,  
Gabon 2003 
Abt. Virologie, Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg 
CCHFV, ARD39554 Abt. Virologie, Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg 
Mopeia-Virus 21366 Abt. Virologie, Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg 
2.1.3 Antikörper 
Antikörper Herkunft 
Schaf IgG, α-Maus IgG, Peroxidase-
gekoppelt  
Dianova, Hamburg 
Schaf IgG, α-Kaninchen IgG, Peroxidase-
gekoppelt 
Dianova, Hamburg 
Maus IgG, α-Lassa-Virus, L2F1 Dr. Hufert, Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg 
Ziege IgG, α-Zaire Ebolavirus Robert-Koch-Institut, Berlin 
Maus IgG, α-CCHFV  Dr. Emmerich, Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg 
Ziege IgG, α-Maus IgG, FITC Dianova, Hamburg 
2.1.4 Kulturmedien 
2.1.4.1 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM komplett)   
Volumen [ml] Reagenz Hersteller 
500 DMEM PAA, Pasching, Österreich 
50 Fetales Kälber Serum PAA, Pasching, Österreich 
5 L-Glutamin (100x) PAA, Pasching, Österreich 
5 Pyruvat (100x)  PAA, Pasching, Österreich 
5 Nicht-essentielle Aminosäuren (100x) PAA, Pasching, Österreich 
5 Penicillin/Streptomycin (100x) PAA, Pasching, Österreich 
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2.1.4.2 LB-Agar 
Menge Reagenz Hersteller 
32 g LB-Agar  Invitrogen, Darmstadt 
ad 1 l H2O 
Autoklavieren bei 121°C, 15 min. 
Nach dem Autoklavieren auf ca. 60 °C abkühlen lasse n, 1 ml Carbenicillin (100 mg/ml) sterilfiltriert 
zugeben und Agarplatten gießen. 
2.1.4.3 LB-Flüssigmedium 
Menge Reagenz Hersteller 
20 g LB-Broth-Base  Invitrogen, Darmstadt 
ad 1 l H2O 
Autoklavieren bei 121°C, 15 min. 
2.1.5 Chemikalien und Reagenzien 
Reagenz Hersteller 
Aceton Roth, Karlsruhe 
Agarose, GTQ ultra pure Roth, Karlsruhe 
Ampuwa (Aqua ad iniectabilia) Fresenius Medical, Bad Homburg 
Bovines Serumalbumin (BSA) für die Molekularbiologie Roche, Mannheim 
Bromphenolblau Roth, Karlsruhe 
Carbenicillin Roth, Karlsruhe 
Dinatriumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe 
DMSO, wasserfrei AppliChem, Darmstadt 
DNA-Marker, 1 kb, 100 b plus Fermentas, St. Leo Roth 
Ethanol Roth, Karlsruhe 
Ethidiumbromid Roth, Karlsruhe 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth, Karlsruhe
Formaldehyd Roth, Karlsruhe 
Glycerin Roth, Karlsruhe 
Isopropanol Roth, Karlsruhe 
Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe 
Kaliumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe 
Methylcellulose 400cP Roth, Karlsruhe 
3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid, 
(MTT) 
Roth, Karlsruhe 
Natriumacetat Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Ultra Pure Roth, Karlsruhe 
Natriumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe 
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Sucrose Roth, Karlsruhe 
SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain Roche, Mannheim
TMB Substratlösung, präzipitierend Mikrogen, München 
Trypsin-EDTA PAA, Pasching, Österreich 
Triton X-100 Roth, Karlsruhe 
Tris-Cl Roth, Karlsruhe 
Xylencyanol FF Roth, Karlsruhe 
2.1.6 Kits 
Kit Hersteller 
Makroarray Hybridisierungs- und Färbekit Chipron, Berlin 
MegaScript High Yield Transcription Kit Ambion, Austin, Texas, USA 
NucleoSpin Plasmid Kit Macherey & Nagel, Düren 
NucleoSpin Extract II Kit Macherey & Nagel, Düren 
Nucleobond Xtra Midi Plus Kit Macherey & Nagel , Düren 
OneStep RT-PCR Kit Qiagen, Hilden 
Phusion High-Fidelity PCR Kit NEB, Frankfurt a.M. 
QuantiTect SYBR®-Green RT-PCR Kit Qiagen, Hilden 
Rapid DNA Ligation Kit Fermentas, St. Leon Roth 
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 
SuperScript II Onestep RT-PCR System Invitrogen, Darmstadt 
Viral RNA Mini Kit Qiagen, Hilden 
2.1.7 Puffer und Lösungen 
2.1.7.1 Agarosegelelektrophorese 
6x Auftragspuffer für Agarosegelelektrophorese
0,15% (w/v) Xylencyanol FF 
0,15% (w/v) Bromphenolblau 
40% (w/v) Sucrose  
in H2O 
50x TAE-Puffer  
2 M Tris-HCl 
0,25 M Natriumacetat 
0,05 M EDTA  
pH 7,8 
10x PBS
80 g NaCl 
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 2 g KCl 
 26,8 g Na2HPO4 x 2 H2O 
 2,4 g KH2PO4
 pH 7,4 
 ad 1 l H2O 
2.1.7.2 Lösungen für virologische und Zellkulturtechniken 
Formaldehydlösung
 4%(v/v)  Formaldehyd in 1 x PBS 
Methylcelluloselösung
 16,8 g  Methylcellulose 400cp 
 ad 600 ml H20 
 autoklavieren bei 121°C, 15 min 
nach dem Autoklavieren kaltstellen und rühren bis vollständig gelöst  
Overlaymedium
 1/3 Vol. Methylcelluloselösung 
 2/3 Vol. DMEM komplett 
Permeabilisierungslösung
 0,5% (v/v) Triton-X100 in 1 x PBS 
Blockier-Reagenz
 10% Fetales Kälber Serum (PAA) in 1 x PBS  
MTT-Lösung (5 mg/ml)
 50 mg  
 ad 10 ml 1 x PBS 
2.1.8 Software 
Programm Anbieter oder Publikation 
BioEdit v7.0.5 (Hall, 1999) 
SeqMan v5.08 DNAstar inc., Madison, USA 
BEAST v1.6.1  (Drummond und Rambaut, 2007) 
FigTree v1.3.1 Andrew Rambaut, University of Edinburgh, 
UK 
RDP3 (Martin et al., 2010) 
Modeltest (Posada und Crandall, 1998) 
MEGA5 (Tamura et al., 2011) 
PhyML 3.0 (Guindon und Gascuel, 2003) 
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PRISM 5 GraphPad Software, La Jolla, USA 
pDRAW32 AcaClone, Dänemark 
2.1.8.1 Geräte 
Gerät Hersteller 
Agarosegelelektrophoresekammer Sub Cell GT Biorad, München 
Agarosegelelektrophoresekammer Mini Sub Cell GT Biorad, München 
Blaulicht Transilluminator Bio View Biostep, Jahnsdorf 
Zentrifuge 5415 C Eppendorf AG, Hamburg 
Zentrifuge 5804 Eppendorf AG, Hamburg 
pH-Meter CG84 Schott, Mainz 
Photometer Eppendorf AG, Hamburg 
Pipetten Gilson, Middleton, USA 
Thermomixer 5436 Eppendorf AG, Hamburg 
Thermocycler Advanced Primus 25 PeqLab, Erlangen 
LightCycler 1.2 Roche, Mannheim 
Mini Zentrifuge FVL-2400N Lab4U, Berlin 
2.1.8.2 Verbrauchsmaterialien  
Material Hersteller 
LightCycler Glaskapillaren Roche, Mannheim 
Objektträger für Diagnostik Thermo Scientific, Ulm 
PCR-Reaktionsgefäße, 0,2 l  Sarstedt, Nümbrecht 
Pipettenspitzen, gestopft Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße 1,5 und 2 ml Eppendorf AG 
Reaktionsgefäße 15 ml und 50 ml Sarstedt, Nümbrecht
Rundbodenplatte, 96-Well Greiner, Frickenhausen 
Sterile Pipetten 5, 10, 25 ml Greiner, Frickenhausen 
Zellkulturflasche: T10, T25, T75 cm2 Greiner, Frickenhausen 
Zellkulturplatten: 24-Well Greiner, Frickenhausen 
2.1.9 Testsubstanzen 
IMPDH-Inhibitor Herkunft 
EICAR Dr. Neyts, Leuven, Belgien 
MPA Dr. Neyts, Leuven, Belgien 
Ribavirin Dr. Neyts, Leuven, Belgien 
Zugelassenes Medikament* Interne Bezeichnung 
Zidovudine (AZT) Z-1 
Zalcitabine (ddC) Z-3 
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Stavudine (d4T) Z-4 
Lamivudine (3CT) Z-5 
Tenofovir (PMPA) Z-7 
Adefovir (PMEA) Z-9 
Aciclovir (ACV)  Z-13 
Penciclovir (PCV) Z-14 
Idoxuridine (IDU) Z-15 
Brivudin (BVDU) Z-16 
ddA Z-19 
ddU Z-20 
* Alle Stoffe wurden von Prof. Meier, Uni Hamburg zur Verfügung gestellt. 
cycloSal-Nukleosid* Interne Bezeichnung 
3-Me-CS-ACVMP CS-1 
3,5-Bis-tBu-6-F-CS-d4AMP CS-2 
5-Me-CS-d4TMP CS-3 
5-CL-CycloBam-PMEA CS-4 
3-Me-5-POM-CS-d4TMP CS-5 
3-Me-5-POM-CS-BVDUMP CS-6 
5H-d4TMP CS-7 
3,5-DiMe-d4TMP CS-8 
3-sekButyl-d4TMP CS-9 
3-sek-Bu-ddAMP CS-10 
3-ME-AZTMP CS-11 
5-Cl-AZTMP CS-12 
5-OMe-d4TMP CS-13 
3-Me-ddCMP CS-14 
5-Cl-FdUMP CS-15 
5-H-FdUMP CS-16 
5-H-ddTMP CS-17 
5-OMe-3TCMP CS-18 
5-H-ddAMP CS-19 
5-OMe-ddAMP CS-20 
3-sekButyl-F-ddAMP CS-21 
5-H-F-ribo-ddAMP CS-22 
5-OMe-F-ddAMP CS-23 
3-Me-CarbovirMP CS-24 
3-Me-AbacavirMP CS-25 
5-OMe-corycepinMP CS-26 
3-Me-cordycepinMP CS-27 
3´,5´,bis(5-Cl)-FdUMP CS-28 
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3´,5´,bis(5-Cl)-L-Fd(S)UMP CS-29 
3,7-DitButyl-PMEA CS-30 
* Alle Stoffe wurden von Prof. Meier, Uni Hamburg zur Verfügung gestellt. 
ACVMP = Aciclovirmonophosphat; PCVMP = Penciclovirmonophosphat; BVDUMP = 
Bromvinyldesoxyuridinmonophosphat; d4TMP =  Stavudinmonophosphat;  PMEA = Adefovir;  
HPMPC = Hydroxypropanoxymethylhphosphonsäure = Cidofovir, AZTMP = 3'-Azido-3'-
Deoxythymidine Monophosphat 
L-Nukleosid Interne Bezeichnung 
L-Guanosin (L-GR) LN-1 
L-Adenosin (L-AR) LN-2 
L-Uridin (L-UR) LN-3 
L-Cytidin (L-CR) LN-4 
5-Jod-2´-Fluor-L-Uridin (5J-2´F-L-UR) LN-5 
2´-Fluor-L-Uridin (L-2´F-UR) LN-6 
5-Jod-L-Uridin (5J-L-UR) LN-7 
5-Methyl-L-Cytidin (L-5MetCR) LN-8 
2´-Fluor-L-Cytidin (L-2´F-CR) LN-9 
L-Arabinosyl-Cytosin (L-ara C) LN-10 
L-Arabinosyl-5-Methylcytosin (L-ara Met C HCl) LN-11 
L-Ribosylthymin (L-Ribo T) LN-12 
L-Arabinosylthymin (L-ara T) LN-13 
L-Arabinosyluracil (L-ara U) LN-14 
* Alle L-Nukleoside wurden von Dr. Eckart Matthes, Max-Delbrück-Zentrum, Berlin zur Verfügung 
gestellt. 
Proteasominhibitor* Interne Bezeichnung 
Lactacystin (LC) PI-1 
Epoxomycin (EPO) PI-2 
N-Carbobenzoxy-L-Leucyl-L-Leucyl-L-Leucinal (zLLL) PI-3 
PI-273 PI-4 
PI-341 PI-5 
* Alle Proteasominhibitoren wurden von Dr. Ulrich Schubert, Uni Erlangen Verfügung gestellt. 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Virologische und Zellkulturtechniken 
2.2.1.1 Arbeiten mit infektiösen Viren 
Alle Arbeiten mit infektiösen Viren wurden im Biosicherheitslevel 4 Labor des 
Bernhard-Nocht-Instituts für Tropenmedizin in Hamburg durchgeführt.  
2.2.1.2 Virusisolierung 
Zur Isolierung von Lassa-Virus aus Patientenproben wurden 4 – 24 h vor Infektion 4 
x 105 Vero Riems Zellen in eine T25-Flasche ausgesät. 8 ml DMEM komplett wurde 
für die Zellkultur und später für die Virusanzucht verwendet.  
Das Patientenserum wurde bei  2500 x g für 10 min. in der Zentrifuge von anderen 
Blutbestandteilen getrennt. Anschließend wurden 200 l Serum mit 4 ml 
Zellkulturmedium vermischt und durch einen 0,45 m Sterilfilter filtriert. Das Filtrat 
wurde zur Infektion für eine Stunde auf die Zellen gegeben, dann abgenommen und 
durch 8 ml DMEM komplett ersetzt. 
Nach 3 bis 4 Tagen wurden die Zellen in eine T75-Flasche überführt. Dazu wurde 
der alte Zellkulturüberstand (ZKÜ) abgenommen und bei 1000 x g für 10 min. geklärt, 
die Zellen mit PBS gewaschen, abtrypsiniert und in die T75-Flasche ausgesät. Der 
alte geklärte ZKÜ wurde hinzugegeben und mit DMEM komplett wurde auf 20 ml 
Volumen aufgefüllt. 
Die Zellen und der ZKÜ wurden dann nach jeweils 3 oder 4 Tagen weiter in T75-
Flaschen passagiert, wobei immer die Hälfte der Zellen und die Hälfte des alten ZKÜ 
weiter verwendet wurden.  
Zur Anzuchtkontrolle wurde immer ein Teil der abtrypsinierten Zellen für die 
Immunfluoreszenz vorbereitet.  
Die infizierten Zellen wurden so lange passagiert, bis ein Großteil der Zellen in der 
Immunfluoreszenz positiv waren bzw. bis zur vierten Passage. Waren die Zellen 
dann negativ, wurde die Virusisolierung als negativ erachtet und verworfen. 
2.2.1.3 Indirekte Immunfluoreszenz zur Wachstumskontrolle 
Infizierte Zellen wurden bei der Passage abtrypsiniert und verwendet, um 
Viruswachstum durch immunologischen Nachweis von Virusantigen zu kontrollieren. 
Ein Teil der abtrypsinierten Zellen wurden dazu in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt 
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und bei 500 x g 1 min sedimentiert. PBS wurde zum Zellpellet gegeben, wobei Zellen 
und PBS etwa im selben Volumenverhältnis vermischt wurden. Durch Pipettieren 
wurden die Zellen suspendiert und 50 l wurden kurz auf die Wells eines 
Objektträgers pipettiert und gleich wieder abgenommen. Auf den Wells verblieb eine 
Zellschicht, die bei Raumtemperatur getrocknet wurde.  
Nach dem Trocknen wurden die Zellen für 15 min. in Aceton fixiert. Gleichzeitig 
wurden auf diese Weise die Viren inaktiviert. Die Objektträger wurden erneut bei 
Raumtemperatur getrocknet, bevor die Antikörper aufgetragen wurden. Pro Well
wurden 10 µl des anti-Lassa-Virus Antikörpers L2F1 in einer 1:30 Verdünnung in 
PBS aufgetragen. Die Inkubation erfolgte in einer feuchten Kammer bei 37°C für 1h. 
Anschließend wurde 3 x 5 min. mit PBS gewaschen. Dann wurden 10 µl des FITC-
markierten Ziege IgG, α-Maus IgG Antikörpers in einer 1:40 Verdünnung auf jedes 
Well gegeben. Wieder wurde für 1h in der feuchten Kammer bei 37°C inkubiert.  
Die Objektträger wurden wieder gewaschen, getrocknet und mikroskopisch auf 
Fluoreszenz hin untersucht.  
2.2.1.4 Immunfocus-Assay 
Zur Quantifizierung von Viruskulturen, die keinen zytopathischen Effekt auslösen, 
eignet sich der Nachweis infizierter Zellen durch Detektion des Virusantigen.  
Hierzu wurde eine Verdünnungsreihe des zu quantifizierenden Virusstocks in 
geeignetem Zellkulturmedium hergestellt. Mit je 100 µl der Verdünnungen wurden 
Zellen in 24-Well Zellkulturplatten infiziert (Inkubation 1 h bei 37°C). Anschließend 
wurde das Inokulum abgenommen, die Zellen 1 x mit 1 x PBS gewaschen und 2 ml 
Overlaymedium auf die Zellen gegeben. Nach 5 Tagen Inkubation wurde das 
Overlaymedium entfernt, die Zellen 20 min. lang in 4%-Formaldehyd fixiert und damit 
gleichzeitig das Virus inaktiviert.  
Die Zellen wurden mit 1 x PBS gewaschen und 400 µl der Permeabilisierungslösung 
pro Well zugegeben. Nach 30 min bei Raumtemperatur wurde die 
Permeabilisierungslösung entfernt und 200 µl der Blockierungslösung zugegeben. 
Diese blieb für 1 h bei Raumtemperatur auf den Zellen und wurde anschließend 
entfernt. 200 µl des primären, virusspezifischen Antikörpers (Lassa: L2F1, 1:20 in 
Blockierungslösung; Ebola: Ziege IgG, α-Zaire Ebolavirus, 1:2000 in 
Blockierungslösung) wurden anschließend für 1 h bei RT auf den Zellen inkubiert. 
Dieser wurde gründlich mit 1 x PBS abgewaschen (3 x spülen) und 200 µl des  
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Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörpers (anti-Maus IgG oder anti-Ziege IgG) 
wurden zugegeben. Nach 1 h wurden die Wells wieder 3 x mit 1 x PBS gespült und 
200 µl des präzipitierenden Peroxidasesubstrats wurden in die Wells gegeben. 
Dieses wurde auf den Zellen belassen, bis sich die Zellen, die Virusantigen 
enthalten, deutlich blau gefärbt hatten. Durch Auszählen der blauen Foci in den 
Wells, kann der Ausgangstiter errechnet werden und als Focus-formende-Einheiten 
(engl. focus forming unit, FFU) pro ml angegeben werden. 
2.2.1.5 Zytotoxizitätsassay 
Der MTT Test (MTT = 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl Tetrazolium Bromid) 
ist ein geeignetes Mittel, um die Aktivität von eukaryontischen Zellen bestimmen zu 
können.  
MTT wird von mitochondrialen Dehydrogenasen zu blauem Formazan umgesetzt. 
Die Menge des umgesetzten Farbstoffes ist ein relatives Maß der Zellviabilität und 
kann photometrisch bestimmt werden (Lindl, 2002). 
Um die Zytotoxizität der antiviralen Stoffe zu ermitteln, wurde ein MTT-Test wie folgt 
durchgeführt. Zellen wurden 24 h vor den Experimenten in 24-Well Platten ausgesät. 
Die Stoffe lagen in DMSO gelöst vor (10 mg/ml). Aus diesen Stammlösungen wurden 
in DMEM komplett Verdünnungen hergestellt, die dann auf die Zellen gegeben 
wurden. Als Kontrolle diente eine Verdünnung des Lösungsmittels DMSO ohne 
weitere gelöste Stoffe. Die Zellen wurden in Anwesenheit der Stoffe 48 h lang 
inkubiert (37°C, 5% CO 2). Das Medium wurde anschließend abgenommen und 200 
ml frisches DMEM komplett zugegeben. Zu diesen 200 µl wurden 50 µl MTT-Lösung 
gegeben und der Ansatz bei 37°C und 5% CO 2 für 1 h inkubiert. Die Färbelösung 
wurde von den Zellen entfernt, und 600 µl Isopropanol wurden auf die Zellen 
gegeben und so lange auf dem Schüttler inkubiert, bis diese lysiert und der Farbstoff 
Formazan gelöst war. Bei 560 nm wurde die Absorption im Photometer gemessen 
und mit der Absorption in den Kontrollwells verglichen.  
2.2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.2.1 Agarosegelelektrophorese 
Zur Herstellung eines 2% Agarosegels wurden 2 g Agarose in 100 ml 1-fach TAE-
Puffer gelöst. In der Mikrowelle wurde diese dann aufgekocht, bis sie vollständig 
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gelöst war. Anschließend wurden pro 25 ml Agaroselösung 2 µl einer 1% 
Ethidiumbromidlösung zugegeben.  
Nach dem Abkühlen der Lösung auf ca. 50 °C wurde da s Agarosegel gegossen und 
mit einem Geltaschenkamm die Probentaschen geformt. Nachdem das Gel 
vollständig polymerisiert war, wurde es in die Elektrophoresekammer eingesetzt und 
mit einfach konzentriertem TAE-Puffer überschichtet. Die zu untersuchende Probe 
wurde mit der entsprechenden Menge 6x Ladepuffer vermischt und in die 
Probentasche eingefüllt. Bei konstanten 90 V und 30 min. Laufzeit wurden die DNA-
Fragmente der Größe nach aufgetrennt. Die Dokumentation erfolgte unter UV Licht. 
2.2.2.2 RNA-Extraktion 
Viral RNA Mini Kit (QIAGEN)
Zur molekularbiologischen Untersuchung von Patientenproben und zur 
Untersuchung von ZKÜ muss die Virus-RNA von Substanzen getrennt werden, die 
die RT-PCR inhibieren könnten. Das QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN) wurde 
nach Herstellerangaben verwendet.  
Es wurden 140 µl Probenmaterial (Serum, Liquor, ZKÜ) in 560 µl AVL-Puffer (10 
mg/ml Carrier-RNA) gegeben und für 10 min. inkubiert. Zu den 700 µl Probe-AVL-
Gemisch wurden 560 µl unvergälltes absolutes Ethanol gegeben und gründlich 
vermischt. Das Gemisch wurde kurz anzentrifugiert, um Tropfen von Deckel zu 
entfernen. In zwei Schritten wurde das gesamte Volumen durch die Zentrifugensäule  
zentrifugiert (1 min, 8000 U/min) und das Filtrat verworfen. Die RNA wurde unter 
diesen Bedingungen an die Membran gebunden. Um störende Probenbestandteile 
zu entfernen wurden zunächst 500 µl Waschpuffer I (AW I) für 1 min. bei 8000 U/min 
und anschließend 500 µl Waschpuffer II (AW II) für 2 min. bei 13k U/min. über die 
Säule zentrifugiert. Wieder wurde das Filtrat verworfen. Zur rückstandslosen 
Entfernung des Ethanols wurde die Säule trocken für 2 min. bei 13k U/min. 
zentrifugiert. Um die RNA von der Säule zu lösen wurde diese in ein 1,5 ml 
Reaktionsgefäß gestellt, 60 µl des Elutionspuffers (AVE) wurden auf die Membran 
gegeben und vor Zentrifugation 1 min. inkubiert. Der Elutionspuffer wurde dann bei 
8000 U/min. für 1 min. von der Membran zentrifugiert. Die eluierte RNA wurde 
anschließend direkt für die RT-PCR verwendet oder bei -20°C gelagert. 
RNeasy Mini Kit (QIAGEN)
Zur Aufreinigung von in vitro transkribierter RNA aus Reaktionen wurde das RNeasy 
Kit verwendet. Dazu wurde der Reaktionsansatz auf 100 l Gesamtvolumen mit 
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RNase-freiem Wasser aufgefüllt, 350 l Puffer RLT und 250 l Ethanol (absolut) 
zugegeben und durch Pipettieren durchmischt. Der Ansatz wurde in zwei Schritten 
an die Silika-Membran der Zentrifugensäule gebunden (8 k x g, 15 s). Puffer RPE 
wurde zum Waschen verwendet, indem 500 l durch die Membran zentrifugiert 
wurden (8 k x g, 15 s). Dieser Schritt wurde wiederholt und anschließend wurde die 
Säule trocken zentrifugiert (8 k x g, 1 min.). Zum Eluieren der RNA wurde die Säule 
in ein Reaktionsgefäß überführt, 50 l RNase-freies Wasser direkt auf die Membran 
gegeben und bei 8 k x g 1 min. zentrifugiert. Das in vitro Transkript wurde bei -20°C 
aufbewahrt. 
2.2.2.3 Quantitative und qualitative (RT)-PCR 
PCR zur Herstellung von Templates für die In vitro Transkription
Die PCR wurde mit der Phusion High Fidelity Polymerase von NEB durchgeführt. 
Das Reaktionsgemisch hatte folgende Zusammensetzung: 10 l 5-fach Puffer, 0,2 
mM dNTP, 0,5 M pUC Fwd (-110), 0,5 M pUC Rev (-78), 0,5 l Phusion 
Polymerase, 10 l DNA und H2O bis 50 l Gesamtvolumen. Als DNA wurden Mini-
Präparationen von Plasmiden verwendet, die 1:1.000 verdünnt waren. Das 
Temperaturprofil bestand aus 30 s 98°C und 30 Zykle n 5 s 98°C, 20 s 55°C,    30 s 
72°C gefolgt von einer finalen Elongation für 5 min . 72°C. 
Amplifikation von Lassa-Virus RNA aus Zellkulturüberstand oder Patientenproben zur 
Sequenzierung auf herkömmlichen Thermocyclern
Das OneStep RT-PCR Kit (QIAGEN) wurde verwendet, um Amplifikate von Lassa-
Virus RNA zu erstellen, die zum Sequenzieren genutzt werden können. Beispielhaft 
ist nachfolgend ein typisches Protokoll beschrieben. 4 l 5-fach Puffer, 0,4 mM 
dNTP-Lösung, 0,6 M Vorwärtsprimer, 0,6 M Rückwärtsprimer, 1 l Enzymgemisch 
und 2 l RNA wurden vermischt und mit H2O auf 20 l Gesamtvolumen aufgefüllt. 
Der Ansatz wurde bis zur Verwendung bei 4°C im Kühl block gekühlt. Das 
Temperaturprofil bestand aus 30 min. 50°C (Reverse Transkription), 15 min. 95°C 
(Aktivierung der Taq-Polymerase) und 40 Zyklen 15 s 95°C (Denaturierung ), 15 s 
55°C (Primeranlagerung), 1 min. 72°C. Der Primus25a dvanced (PeqLab) wurde als 
Thermocycler verwendet. 
Die Anlagerungstemperatur wurde gegebenenfalls bei ausbleibender Amplifikation 
geändert.  
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GPC-RT-PCR/1994 (modifiziert nach Demby et al, 1994) und GPC-RT-PCR/2007
auf herkömmlichen Thermocyclern
5 l 5-fach Puffer, 5 l 5-fach Q-Solution, 0,4 mM dNTP-Lösung, 0,8 M 
Vorwärtsprimer, 0,8 M Rückwärtsprimer, 1 l Enzymgemisch und 5 l RNA wurden 
vermischt und mit H2O auf 25 l Gesamtvolumen aufgefüllt. Der Ansatz wurde bis zur 
Verwendung gekühlt. Für die 1994-PCR wurden Primer 36E2 und 80F2 verwendet, 
für die 2007-PCR 36E2 und LVS339_rev.  
Das Temperaturprofil bestand aus 30 min. 50°C (Reve rse Transkription), 15 min. 
95°C (Aktivierung der Taq-Polymerase) und 45 Zyklen 30 s 95°C (Denaturierung ),   
30 s 52°C (Primeranlagerung), 1 min. 72°C. Der Prim us25advanced (PeqLab) wurde 
als Thermocycler verwendet. 
Um zu testen, ob Abwesenheit von Q-Solution, unterschiedliche Mengen Primer oder 
zusätzliches MgCl2 die Reaktion der GPC-RT-PCR/2007 verbessern können, wurden 
andere Konzentrationen als oben angegeben verwendet und entsprechend das 
Volumen mit H2O ausgeglichen. 
Makroarray RT-PCR 
Das QIAGEN OneStep RT-PCR Kit wurde verwendet. Ein Reaktionsansatz aus 5 l 
5-fach Puffer, 5 l Q-Solution, 0,4 mM dNTP, 0,2 M 36E2, 0,8 M LVS339_rev-Bio, 
0,1 l IC-Fwd, 0,4 l IC-Rev-Bio und 1 l Enzymmix wurde zusammenpipettiert. 5 l 
RNA wurde verwendet und das Gesamtvolumen mit H2O auf 25 l aufgefüllt. Bei 
Zugabe von interner Kontrolle zum Ansatz wurden zusätzlich 0,5 l IVT zugegeben, 
in denen insgesamt 500 Kopien des IC-Templates vorhanden waren. Das 
Temperaturprofil war identisch mit dem der GPC RT-PCR/2007. 
Quantitative Lassa-Virus RT-PCR auf dem LightCycler 1.2
Zur Quantifizierung von Virus-RNA aus Zellkulturüberständen wurde das QuantiTect 
SYBR-Green RT-PCR Kit von QIAGEN verwendet. Der Reaktionsansatz war wie 
folgt: 12,5 l 2-fach Puffer, 1 M 36E2, 1 M 80F2, 0,25 l Enzymmix, 5 l RNA und  
H2O bis 25 l Gesamtvolumen. 
Das Temperaturprofil bestand aus 30 min. 50°C, 15 m in. 95°C und 45 Zyklen 15 s 
95°C, 30 s 52°C, 30 s 72°C. Die Fluoreszenz wurde n ach dem 72°C Schritt jedes 
Zyklus erfasst. 
Quantitative CCHFV RT-PCR auf dem LightCycler 1.2
Zur Quantifizierung von CCHFV-RNA aus Zellkulturüberständen wurde das OneStep 
RT-PCR Kit von QIAGEN und zusätzlich BSA (Roche) verwendet. Folgender 
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Reaktionsansatz wurde vorbereitet: 5 l 5-fach Puffer, 0,4 mM dNTP-Lösung, 0,032 
mg/ml BSA, 0,6 M CCfor, 0,6 M CCrev, je 0,1 M  CCProbeSE01, CCProbeSE03, 
CCProbeSE04, CCProbeSE0A, 2 l Enzymgemisch und 5 l RNA wurden vermischt 
und mit H2O auf 25 l Gesamtvolumen aufgefüllt. Das Temperaturprofil war wie folgt: 
30 min. 50°C, 15 min. 95°C, 45 Zyklen 15 s 94°C und  30 s 59°C. Die Fluoreszenz 
wurde nach dem 59°C Schritt in jedem Zyklus ermitte lt. 
Quantitative Filovirus RT-PCR auf dem LightCycler 1.2
Zur Quantifizierung von Filovirus-RNA aus Zellkulturüberständen wurde das OneStep 
RT-PCR Kit von QIAGEN und zusätzlich BSA (Roche) verwendet. Folgender 
Reaktionsansatz wurde vorbereitet: 5 l 5-fach Puffer, 0,4 mM dNTP-Lösung,    
0,032 mg/ml BSA, 0,2 M FiloA2_2, 0,2 M FiloA2_3, 0,2 M FiloA2_4, 0,3 M    
Filo-B, 0,3 M Filo-B_RAVN, je 0,07 M  EBOSud, EBOg, Fam Mbg, 1 l 
Enzymgemisch und   5 l RNA wurden vermischt und mit PCR-Wasser auf 25 l 
Gesamtvolumen aufgefüllt. Das Temperaturprofil war wie folgt: 30 min. 50°C, 15 min. 
95°C, 45 Zyklen 15 s 95°C, 25 s 52°C und 20 s 72°C.  Die Fluoreszenz wurde nach 
dem 72°C Schritt in jedem Zyklus ermittelt. 
2.2.2.4 In Vitro Transkription 
 Das MegaScript Kit der Firma Ambion wurde zur Herstellung von in vitro
transkribierter RNA verwendet. Es wurde nach Herstellerangabe verfahren. 8 l NTP 
Gemisch wurden mit 8 l der Phusion-PCR (s.o.) vermischt. 2 l 10 x Puffer und 2 l 
T7-Polymerase wurden zugegeben. Der Ansatz wurde vermischt und über Nacht bei 
37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde 1 l TurboDNase zugegeben, der Ansatz 
wieder durchmischt und erneut 15 min. bei 37°C inku biert.  
Die RNA wurde dann mit dem RNeasy Kit von den restlichen Reaktionskomponenten 
getrennt und die Konzentration photometrisch vermessen. 
2.2.3 Spezielle Methoden 
2.2.3.1 Überarbeitung einer Lassa-Virus spezifischen Gel-RT-PCR 
Zur Erstellung einer Lassa-Virus spezifischen RT-PCR wurde folgende Strategie 
gewählt. Zunächst wurde ein Zielbereich anhand der Verfügbarkeit von 
Sequenzinformationen ausgewählt, dann wurden weitere Sequenzen des 
Zielbereiches selbst erstellt. Ein Sequenzvergleich (engl. alignment) wurde erstellt 
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und geeignete konservierte Bereiche zum Primerdesign verwendet. Die RT-PCR-
Bedingungen wurden optimiert, und anschließend wurde das neue Protokoll validiert.  
2.2.3.1.1 Validierung 
Klinische Proben
Es standen 77 klinische Serumproben und eine Liquorprobe zur Validierung der 
GPC-RT-PCR/2007 zur Verfügung. Diese wurden im Zeitraum zwischen 2000 und 
2008 im Routinelabor des Bernhard-Nocht-Instituts oder im Labor der Universität 
Lagos, Nigeria, getestet und hatten entweder ein positives PCR-Ergebnis oder aus 
diesen gelang erfolgreich eine Virusisolierung. Von diesen Proben stammten 68 aus 
Liberia, sechs aus Nigeria und vier von nach Europa importierten Fällen 
(Anonymous, 2000; Gunther et al., 2000; Gunther et al., 2001). Diese wurden mit der 
GPC RT-PCR/2007 getestet. 
Analytische Sensitivität GPC RT-PCR/2007
Humanes Serum von deutschen Blutspendern wurde mit bekannten Mengen von in 
vitro transkribierter RNA von elf verschiedenen Lassa-Virus Stämmen vermischt und 
sofort mit dem Viral RNA Mini Kit (QIAGEN) aufgereinigt. Das Eluat wurde in 
Replikaten in der RT-PCR getestet und der Anteil der positiven Reaktionen ermittelt. 
Die Konzentration des IVT wurde so gewählt, dass in der stärksten Konzentration 
alle Reaktionen positiv waren und  zumindest zwei Verdünnungsstufen dabei waren, 
die nicht zu 100% positiv getestet wurden. Mit dem Programm PriProbit wurde eine 
Regression erstellt und die Konzentration des IVT ermittelt, bei der rechnerisch 95% 
aller Reaktionen positiv sein sollten. 
Vergleich der GPC RT-PCR/1994 mit der GPC RT-PCR/2007
Direkt verglichen wurden die PCR-Protokolle, indem RNA aus Zellkulturüberständen 
verschiedener Lassa-Virus Stämme RNA präpariert wurde, in 
Zehnerverdünnungsstufen verdünnt und dann in Duplikaten mit der neuen und der 
alten PCR getestet wurde. Die Stufen, in der jeweils noch positive Ergebnisse 
erhalten wurden, wurden zum Vergleich genutzt. 
Analytische Spezifität
Nukleinsäure aus Zellkulturüberständen von CCHFV, Ebolavirus, Marburgvirus, Rift-
Tal Fieber Virus, Denguevirus 1-4, Gelbfiebervirus, HIV, HCV, HBV, 
Chikungunyavirus, Epstein-Barr-Virus, HSV-1 und Plasmodium falciparum wurde 
präpariert und als Template in die GPC RT-PCR/2007 gegeben. Es wurde überprüft, 
ob hierdurch interferierende Signale entstehen. Für die Makroarray RT-PCR wurde 
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analog verfahren und für IVTs von fünf verschiedenen Lassa-Virus Stämmen eine 
Probitanalyse durchgeführt. 
Anwesenheit humaner Nukleinsäure
HeLa-Zellen wurden verwendet, um Nukleinsäure aus diesen zu präparieren. Das 
RNeasy Mini Kit (QIAGEN) wurde hierzu verwendet. HeLa-Zellen wurden trypsiniert, 
gezählt und 1 x 106 Zellen wurden für die Präparation verwendet. Die RNA wurde in 
50 l eluiert und die Konzentration photometrisch bestimmt.  
2,2 g, 1,5 g und 0,7 g der HeLa-RNA wurden zusammen mit 100 Kopien Lassa-
Virus AV IVT in die GPC RT-PCR/2007 gegeben. Es wurde überprüft, ob das Lassa-
Virus IVT erfolgreich amplifiziert und das Ergebnis interpretiert werden konnte, ohne 
dass es zu störenden Signalen kam. 
Klinische Validierung
RNA-Präparationen von Patientenproben mit bekannt positivem Ergebnis für Lassa-
Virus wurden in der neuen GPC RT-PCR/2007 getestet. Als Gold-Standard wurde 
eine Kombination von alter GPC RT-PCR/1994 und Virusisolierung in Zellkultur 
definiert und die Ergebnisse wurden miteinander verglichen. 
2.2.3.2 Entwicklung einer Makroarray-basierten RT-PCR für die Detektion 
von Lassa-Virus  
Das Protokoll der GPC RT-PCR/2007 diente als Basis für die Entwicklung einer RT-
PCR, deren Produkte nicht im Agarosegel, sondern auf einem Makroarray-Chip 
detektiert werden sollten. 
2.2.3.2.1 Entwicklung einer internen Amplifikationskontrolle 
Als Amplifikationstarget wurde das Gen der Luciferase von Photynus pyralis
ausgewählt. Wie unter 2.2.2.2. beschrieben wurde In Vitro Transkript von diesem 
Gen hergestellt, quantifiziert und als Template für die PCR verwendet. Ein 
Primerpaar, das ein etwa 550 Basen großes Amplikon generieren sollte, wurde 
erstellt und parallel in der GPC RT-PCR/2007 eingesetzt (s.o.). Es wurden 
unterschiedliche Mengen IC-Template in der RT-PCR getestet und der Einfluss der 
Amplifikation auf die parallele Amplifikation von Lassa-Virus IVT überprüft. Die 
optimale Menge von 500 Kopien pro Reaktion wurde in allen 
Validierungsexperimenten verwendet.  
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2.2.3.2.2 Sondendesign 
Sonden, die sowohl alle möglichen Lassa-Amplifikate als auch das Amplikon der 
internen Kontrolle detektieren sollten, wurden anhand von Sequenzalignments 
designt und auf der Oberfläche des Makroarrays immobilisiert (Fa. Chipron, Berlin).  
2.2.3.2.3 Makroarray Hybridisierung 
Nach der Amplifikation der PCR-Ziele wurden diese wie folgt an die Sonden des 
Arrays hybridisiert und angefärbt. Alle Reagenzien sind Bestandteil des Array-Kits 
der Firma Chipron und werden mitgeliefert.  
Das Hybridisierungsgemisch wurde nach Anleitung hergestellt. Dazu wurden 22 l 
Hybridisierungslösung B mit 2 l Modulator vermischt. Von diesem 
Hybridisierungsgemisch wurden 19 l mit 15 l der PCR-Reaktion vermischt, davon 
30 l auf ein Feld des Arrays gegeben und dieser dann in der feuchten Kammer bei 
37°C für 30 min. inkubiert. Nach der Inkubationszei t wurde der Array in 1 x 
Waschpuffer gewaschen, durch Zentrifugieren getrocknet und 30 l des Labelingmix
(Dilution Buffer 27 l, Modulator 3 l und Label 0,2 l) wurden auf das Array-Feld 
aufgetragen. Nach 5 min. Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde der Array 
erneut gewaschen und getrocknet und 30 l der Färbelösung wurden aufgetragen. 
Nach 5 min. Inkubationszeit wurde auch diese abgewaschen und der Array nach 
dem letzten Trocknen auf Färbemuster hin untersucht. 
2.2.3.2.4 Validierung 
Klinische Proben
Für die Validierung der Markoarray RT-PCR wurden 25 nigerianische und 51 
liberianische Patientenproben verwendet, die mit der GPC RT-PCR/2007 positiv 
getestet waren. Diese wurden mit der Makroarray RT-PCR amplifiziert und auf dem 
Array detektiert. 
Analytische Sensitivität
Wie für die GPC RT-PCR/2007 beschrieben, wurde die analytische Sensitivität 
mittels Probitanalyse mit fünf Lassa-Virus In Vitro Transkripten ermittelt.  
Klinische Spezifität
20 Serumproben von deutschen Blutspendern wurden getestet und auf Abwesenheit 
von falschen Lassa-Virus spezifischen Signalen hin überprüft. 
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Vergleich der Sensitivität der Geldetektion mit der Makroarraydetektion
IVT von Lassa-Virus Lib05_1580/Lib121 wurde mit der Makroarray RT-PCR 
amplifiziert. Das Produkt wurde anschließend in 1 x konzentriertem Puffer aus dem 
OneStep RT-PCR Kit verdünnt. 15 l davon wurden in einem 2%igen Agarosegel 
aufgetrennt und 15 l auf dem Array hybridisiert. Die Verdünnungsstufe, in der noch 
ein Signal detektiert werden konnte, wurde ermittelt. 
2.2.3.3 Testung antiviraler Substanzen 
Lösen der Substanzen
Die Substanzen (siehe 2.1.11) wurden in DMSO gelöst. Es wurden Stocklösungen 
mit einer Konzentration von 10 mg/ml angelegt. 
Testprozedur
Vero Riems beziehungsweise Vero FM wurden 24 h vor Infektion mit Lassa- und 
Zaire Ebolavirus bzw. CCHFV in 24-Well Platten ausgesät. 1 x 106 Zellen wurden pro 
Platte verwendet. 
Die Infektion erfolgte bei Lassa-Virus und Ebolavirus mit einer MOI von 0,01 und bei 
CCHFV mit einer MOI von 0,9. Dazu wurde die entsprechende Menge Virusstock in 
Zellkulturmedium verdünnt und davon 100 µl für 1 h auf den Zellen inkubiert. Das 
Inokulum wurde entfernt und die Zellen einmal mit 1 x PBS gewaschen, bevor die 
Testsubstanzen aufgetragen wurden. Getestet wurden Konzentrationen von 30, 10 
und 3 µg/ml Zellkulturmedium. Der Ansatz wurde 48 h inkubiert und anschließend 
wurde die Virus-RNA aus dem ZKÜ aufgereinigt und quantitativ in der qRT-PCR 
vermessen. Das prozentuale Viruswachstum im Vergleich zu nicht inhibierten 
Kulturen wurde ermittelt. 
Testung des Einflusses von Guanosin
Kulturen von Lassa-Virus AV, Zaire Ebolavirus Gabon 2003 und Mopeia-Virus 
wurden wie oben beschrieben mit Ribavirin, EICAR und Mycophenolsäure behandelt. 
Zusätzlich wurde in das Medium 3, 10 und 30 µg/ml Guanosin zugegeben. Nach 48 
bzw. 72 h (Lassa-Virus bzw. Ebolavirus) Inkubation wurden die infektiösen Partikel 
mittels Immunfocus-Assay bestimmt. Die relative Hemmung im Vergleich zu 
unbehandelten Kulturen wurde errechnet und mit der Software GraphPad wurden 
sigmoidale Regressionen des Dosis-Wirkungsverlaufes erstellt.  
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2.2.3.4 Erstellung phylogenetischer Analysen 
Zur Erstellung von molekularen phylogenetischen Analysen wurden zunächst 
Sequenzen erstellt. Dazu wurden Lassa-Virus Isolate in Zellkultur angezogen, die 
RNA aus dem Überstand präpariert und mittels RT-PCR (2.2.2.3) und Lassa-Virus 
spezifischen Primern (s. 2.1.1.3) amplifiziert. Die Amplifikate wurden sequenziert und 
die Sequenzen mit dem Programm SeqLab ausgewertet. Es wurden komplette 
kodierende Bereiche der Lassa-Virus Gene GPC, NP und L verwendet, sowie jeweils 
partielle Bereiche dieser Gene. Sequenzalignments wurden mit der Software BioEdit 
erstellt, wobei der Vergleich der Nukleinsäuresequenzen durch Betrachten der 
kodierten Aminosäuresequenzen gestützt wurde. Diese Sequenzvergleiche konnten 
anschließend sowohl mit den Programmen PhyML und BEAST untersucht werden.  
Ersteres ermittelt die Verwandtschaftsverhältnisse mittels der Maximalen-
Wahrscheinlichkeits-Methode (engl. maximum likelihood), das Zweite führt eine 
bayessche Analyse durch. 
Beide Methoden ermitteln die Wahrscheinlichkeit, dass ein beobachteter Zustand, 
auf eine bestimmte Art und Weise zustande gekommen ist. Bei beiden Methoden 
wird ein Evolutionsmodell angenommen und muss vor der Analyse ausgewählt 
werden. Bei der ML-Analyse werden vom Programm verschiedene Stammbäume 
verglichen und der wahrscheinlichste Baum wird ermittelt. Da die Menge an 
möglichen Stammbäumen für ein Sequenzalignment sehr groß ist, kann nicht für alle 
möglichen Stammbäume die Berechnung der ML vorgenommen werden. Hier wird 
nun vom Programm für eine Anzahl Stammbäume die Berechnung durchgeführt und 
der Stammbaum, der die höchste Wahrscheinlichkeit hat, wird leicht verändert und 
wieder überprüft. Hat der veränderte Baum eine höhere Wahrscheinlichkeit, wird 
dieser als Basis für neue Veränderungen genommen, bzw. er wird verworfen, wenn 
er unwahrscheinlicher ist. Das wird so lange durchgeführt, bis ein Baum mit der 
besten Wahrscheinlichkeit gefunden wurde. 
Die bayessche Analyse ist ähnlich. Jedoch werden hier viele Bäume mit der jeweils 
höchsten Wahrscheinlichkeit generiert und durch Vergleich dieser Bäume kann 
statistisch ermittelt werden, wie sicher ein aus diesen Bäumen gemittelter Baum die 
Wirklichkeit widerspiegelt. Die Häufigkeit, mit der eine bestimmte Baumtopologie 
auftritt, gibt wieder, wie wahrscheinlich diese ist. Bei der ML-Analyse muss der 
wahrscheinlichste Baum, da nur einer ermittelt wird, noch auf seine Robustheit hin 
überprüft werden. Dies geschieht durch die sogenannte Bootstrap-Analyse.  
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Ein Vorteil der BEAST-Software ist außerdem, dass die Rate der molekularen Uhr 
berechnet werden kann und damit die Möglichkeit gegeben ist, die Evolutionszeiten 
zu ermitteln. 
Für die Analysen, die in dieser Arbeit durchgeführt wurden, wurden folgende 
Einstellungen vorgenommen. 
PhyML 3.0: 
GTR-Evolutionsmodell (engl. general time reversible) mit einer gamma-verteilten 
Mutationshäufigkeit (4 Kategorien) für die Nukleotidpositionen, keine invarianten 
Positionen, 500 Bootstrap-Schritte. 
BEAST 1.6.1:
GTR-Evolutionsmodell mit einer gamma-verteilten Mutationshäufigkeit (vier 
Kategorien) für die Nukleotidpositionen, keine invarianten Positionen, eine „relaxed 
lognormal clock“ mit einer mittleren, festgesetzten Substitutionsrate von 1, 107
Schritte und eine Probennahme alle 105 Schritte, zwei unabhängige Läufe des 
Programms für jede Analyse (kombiniert). Bei den Analysen der Teilstücke der Gene 
wurden die Probennahmezeiten mit eingegeben, sodass eine zeitliche Analyse 
möglich war. 
Rekombination im S-Segment wurde mit dem Programm RDP 3 überprüft. Dazu 
wurden die Alignments des GPC- und NP-Gens vereint und auf Rekombination 
untersucht. Es konnte kein Hinweis auf rekombinante Segmente gefunden werden.  
Zur Bestimmung der genetischen Distanz (p-Distanz) wurde das Programm MEGA5 
verwendet. Die Sequenzalignments wurden unter Berücksichtigung aller Positionen 
und von Transversionen und Transitionen untersucht.
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3 Ergebnisse 
3.1 Entwicklung von Tests zur molekularen Diagnostik von Lassa-
Virus 
Das bestehende Testsystem von Demby et al. (GPC RT-PCR/1994) zur Detektion 
von Lassa-Virus in Patientenproben zeigte in der Vergangenheit Spezifitätsprobleme 
(Gunther et al., 2001; Panning et al., 2010). Tests mit Lassa-positiven 
Patientenproben ergaben negative PCR-Ergebnisse. Die Ursache dieser Problematik 
sollte durch Sequenzierung des Zielbereiches ermittelt werden, um auf dieser Basis 
Korrekturen am Protokoll vornehmen zu können. Das korrigierte Protokoll wird im 
Folgenden als GPC RT-PCR/2007 bezeichnet. 
3.1.1 Sequenzierung 
Der genomische 5’-Bereich des S-Segments wurde, ausgehend vom konservierten 
Promotor bis über den Zielbereich für die GPC RT-PCR/1994 hinweg, sequenziert. 
Sequenzen von einem Stamm aus Sierra-Leone, sechs Stämmen aus Guinea, 26 
Stämmen aus Liberia und sieben Stämmen aus Nigeria (hier vollständige Genome) 
wurden generiert und in die Genbank eingespeist. Die Stammbezeichnungen und die 
zugehörigen Genbanknummern finden sich in Tabelle 1. Weitere Verwendung 
fanden die erstellten Sequenzen bei der Analyse der Lassa-Virus Phylogenie, 
weshalb in Abschnitt 3.3 noch genauer auf die Sequenzierung der vollständigen 
Genome eingegangen wird. Durch Analyse der Sequenzen wurde festgestellt, dass 
der Primer 80F2, der in der diagnostischen Lassa-Virus GPC RT-PCR/1994 
verwendet wurde, viele Fehlpaarungen zu liberianischen und nigerianischen Lassa-
Virusstämmen aufweist und daher ursächlich für falsch-negative PCR-Ergebnisse 
war. 
3.1.2 GPC RT-PCR/2007 
3.1.2.1 Auswahl des RT-PCR Zielbereichs und Primerdesign 
Die RT-PCR von Demby et al. (GPC RT-PCR/1994) stellte die Basis für die 
Weiterentwicklung der RT-PCR dar. Dieses Protokoll zeigte in der Vergangenheit die 
beste Sensitivität und wird in vielen Laboren verwendet, um Lassa-Virus Diagnostik 
durchzuführen. Die in diesem Assay verwendete Zielregion hat den Vorteil 
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gegenüber anderen Regionen, dass die Sequenzinformation hier am größten ist und 
die Genomenden von Lassa-Virus hundertprozentig konserviert sind. Der Primer 
36E2 bindet dort und konnte deshalb beibehalten werden. Auf diesen konservierten 
Bereich folgt die variable 5’-untranslatierte Region bevor das offene Leseraster von 
GPC anfängt. Der Rückwärtsprimer 80F2 aus der GPC RT-PCR/1994 wurde 
aufgrund der Fehlpaarungen ersetzt.  
Tabelle 1: Sequenzierte Lassa-Virus Stämme und die zugehörigen Genbanknummern. 
Lassa-Virus Stamm Genbanknr. 
Sierra-Leone  
SL06-2057 GU979508 
Guinea  
BA289 GU830838 
BA366 GU830839 
BA377 GU830840 
BA384 GU830841 
DGD43 GU830842 
TA491 GU830843 
Liberia  
Lib04-2739 GU830812 
Lib05-236/88 GU830813 
Lib05-406/90 GU830814 
Lib05-1580/121 GU830815 
Lib05-2096/127 GU830816 
Lib05-2406/129 GU830817 
Lib05-3800 GU830818 
Lib05-4094 GU830819 
Lib06-120 GU830820 
Lib06-174 GU830821 
Lib06-295 GU830822 
Lib06-383 GU830823 
Lib06-1099 GU830824 
Lib06-1101 GU830825 
Lib06-1826 GU830826 
Lib06-2442 GU830827 
Lib07-29 GU830828 
Lib07-30 GU830829 
Lib07-54 GU830830 
Lib07-55 GU830831 
Lib07-56 GU830832 
Lib07-206 GU830833 
Lib07-444 GU830834 
Lib07-515 GU830835 
Lib07-612 GU830836 
Lib07-624 GU830837 
Nigeria  
Nig08-A18 GU481070 
Nig08-A19 GU481072 
Nig08-A37 GU481074 
Nig08-A41 GU481076 
Nig08-A47 GU481078 
Nig08-02 GU481063 
Nig08-04 GU481068 
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Alle verfügbaren Sequenzen aus der Genbank (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/nucleotide/) und aus eigenen Sequenzierungen wurden ausgewertet und 
ein konservierter Bereich in der 5’-Region des offenen Leserahmens von GPC wurde 
für das Design eines neuen Rückwärtsprimers ausgewählt. Der neue Primer LVS-
339-rev enthält zwei Wobble-Basen an Position sechs und 15 (vom 3’-Ende aus), um 
häufig vorkommende Sequenzvarianten abzudecken. Dadurch bindet der Primer an 
die RNA der meisten Lassa-Virusstämme mit meist elf perfekten Basenpaarungen 
am 3’-Ende (Abbildung 2). 
3.1.2.2 Optimierung der Reaktionsbedingungen 
Die optimalen Reaktionsbedingungen sollten ermittelt werden, um die Sensitivität der 
GPC RT-PCR/2007 zu erhöhen. Die Reaktion sollte in 25 µl Volumen mit 5 µl Probe 
ablaufen. Zunächst wurden die Basisreagenzien aus dem QIAGEN OneStep RT-
PCR Kit mit denen aus Invitrogens SuperScript II Kit verglichen. Beide Kits werden 
im PCR-Labor des BNI in verschiedenen Protokollen diagnostischer PCR verwendet. 
Die Erfahrung zeigte, dass zumindest mit einem der beiden Kits eine gute RT-PCR-
Sensitivität erzielt werden kann (persönliche Mitteilung der Abteilung für Diagnostik). 
Bei Amplifikation von in vitro transkribierter Lassa-Virus RNA konnte festgestellt 
werden, dass mit dem OneStep Kit von QIAGEN bessere Ergebnisse erzielt werden 
konnten. Die Bandenintensität war stärker und geringere Ausgangsmengen in vitro
transkribierter RNA konnten detektiert werden. Im nächsten Schritt wurde die Q-
Solution von QIAGEN getestet, die laut Hersteller zur verminderten Bildung 
unspezifischer Amplifikate führt. Es wurde anhand der Testung von seriell 
verdünntem IVT (in vitro Transkript) festgestellt, dass in Anwesenheit von Q-Solution 
weniger unerwünschte Primerdimere entstehen. Für weitere Versuche wurde die Q-
Solution zusätzlich in das Reaktionsgemisch gegeben. Experimente mit Zugabe von 
zusätzlichem Magnesium zur PCR brachten keine verbesserte Sensitivität. 
Es wurden weiterhin unterschiedliche Mengen an Vorwärts- und Rückwärtsprimer 
auch in asymmetrischen Konzentrationen in die Reaktion eingesetzt und mit gering 
konzentriertem IVT getestet. Die stärksten Bandenintensitäten wurden mit der 
Ausgangskonzentration von 0,6 µM je Primer erzielt. Diese Menge wurde also 
beibehalten. In Tabelle 2 sind die optimierten Reaktionsbedingungen und in Tabelle 
3 das Temperaturprofil aufgezeigt. 
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   322                          293 
Primer     |                            | 
LVS339  5’-GTTCTTTGTGCAGGAMAGGGGCATKGTCAT-3’  
Sierra Leone (5) 
SL06_2057, 331, NL, D501      ............A..G..A...........   
Josiah      ...............G..A...........   
Guinea (5) 
BA366, BA284      ...T...........G..A...........   
BA377     A..T........A..G........A.....   
DGD431     ..................A...........   
TA491     ...T.....A.....G..A...........   
Mali (1) 
Soromba     ...T..G.....A..G........A.....   
Elfenbeinküste (1) 
AV     ...............G..............   
Liberia (25) 
Z148, Macenta     ............A..G..............   
Lib05_4094     ...T...........G..A...........   
Lib05_236/Lib88, Lib05_406/Lib90      .........A..A..G..A...........   
523     ...............G..A...........   
Lib07_29,Lib07_55, Lib07_56, 
Lib07_613     ..................A...........   
Lib05_3800     .........A..A.................   
Lib07_624     ...T.....A.....G..A...........   
Lib06_295     .........A..A.....A...........   
Lib06_174     A...........A..G..............   
Lib05_2406/Lib129, Lib05_3196, 
Lib05_1580/Lib121     ...T....A.........A...........   
Lib05_2096/Lib127, Lib07_54, 
Lib07_206     ...T..............A...........   
Lib04_2739     A.............................   
Lib07_30, Lib07_444, Lib05_383     ............A.....A...........   
Lib06_120     ...T........A.....A...........   
Nigeria (16) 
CSF     A..T..............A.....A.....   
PA, NIG04_10     ...T........A..T.A............   
PB1     ...T...........T..A...........   
ga391     ...............T..C...........   
SA, Weller     .................AT.....A.....   
Pinneo, Acar 3080, LP     ......G.....T..T.A............   
Nig05_043, Nig05_SE40     ...............T.A............   
803213     ......C..A..A....A......C.....   
Nig08_A37      ......C.....A..T.A............   
Nig08_A40      ............A..T.A............   
Nig08_A47      A...........A..T.A............   
Abbildung 2: Sequenzvariationen an der Bindungsstelle von Primer LVS339_rev bei verschiedenen 
Lassa-Virus Stämmen. Mindestens fünf und meistens elf Basen am 3’-Ende des Primers binden ohne 
Fehlpaarung an die Zielsequenz. An Position sechs und 15 vom 3’-Ende sorgen Wobble-Positionen 
für die erforderliche Variabilität.  
In Klammern: Anzahl der für das Alignment verwendeten Stämme. Punkte stehen für 
Übereinstimmung der Base mit der Sequenz des Primers LVS339. 
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Tabelle 2: Optimierte Reaktionsbedingungen der GPC RT-PCR/2007 
Reagenz Endkonzentration Endgültiges Volumen [µl] 
Wasser  5 
5-fach Q-Solution 1-fach 5 
5-fach PCR-Puffer 1-fach 5 
dNTP 0,4 mM 1 
36E2 0,6 µM 1,5 
LVS339_rev 0,6 µM 1,5 
Enzym-Gemisch 1-fach 1 
RNA  5 
Tabelle 3: Temperaturprofil GPC RT-PCR/2007
Schritt Temperatur [°C] Zeit [min.] 
Reverse Transkription 50 30 
Aktivierung der Taq-
Polymerase 95 15 
45 Wiederholungen: 
Aufschmelzen 95 0,5 
Anlagerung 52 0,5 
Elongation 72 0,5 
3.1.2.3 Vergleich der Sensitivität der GPC RT-PCR/2007 mit der der GPC RT-
PCR/1994  
Das Ziel war, die ursprünglich vorhandene RT-PCR dahingehend zu verbessern, 
dass möglichst alle Lassa-Virus Stämme mit der gleichen oder einer  höheren 
Sensitivität amplifiziert werden. Um das zu überprüfen, wurde RNA aus 
Zellkulturüberstand oder aus Humanproben präpariert, seriell 1:10 verdünnt und in 
Replikaten jeweils mit beiden RT-PCR Protokollen amplifiziert. Insgesamt konnte so 
gezeigt werden, dass das neue Protokoll bei zumindest vier von 19 Stämmen 
deutlich (zwei Größenordnungen) und bei weiteren sechs Stämmen leicht (eine 
Größenordnung) besser funktioniert. Bei neun Stämmen zeigte sich kein Unterschied 
(Tabelle 4).  
3.1.2.4 Analytische Sensitivität 
Wichtiges Kennzeichen diagnostischer RT-PCR ist die analytische Sensitivität, die 
angibt, welche Menge Analyt in einer Probe mit 95%iger Wahrscheinlichkeit 
detektiert werden kann. In Vitro Transkripte verschiedener Lassa-Virus Stämme 
wurden hergestellt und photometrisch quantifiziert. Die Transkripte wurden verdünnt, 
mit negativem Serum gemischt und die RNA extrahiert. Die Extrakte wurden in 
Replikaten in der GPC RT-PCR/2007 getestet. Durch Probitanalyse wurde statistisch 
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die analytische Sensitivität (95%-Nachweisgrenze) berechnet. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 5 zusammengefasst. Für die einzelnen Stämme bewegen sich die ermittelten 
Nachweisgrenzen zwischen 342 und 2.560 RNA-Kopien/ml Serum. Wurden die 
Datenpunkte aller Stämme in einer Analyse verarbeitet (326 Datenpunkte), konnte 
eine durchschnittliche Sensitivität für alle Lassa-Virus Stämme mit relativ guter 
statistischer Sicherheit ermittelt werden. Diese beträgt 1.237 RNA-Kopien/ml Probe 
(95%-Konfidenzbereich: 974 bis 1.890 RNA-Kopien/ml Probe) (Abbildung 3). 
Tabelle 4: Vergleich der Sensitivität der GPC RT-PCR/2007 mit der der GPC RT-PCR/1994. Der 
Endpunkttiter ist die Verdünnungsstufe der eingesetzten RNA, bei der noch Amplifikation 
nachgewiesen werden konnte. Die Werte geben den Unterschied an, wobei der Endpunkttiter der 
GPC RT-PCR/1994 von dem der GPC RT-PCR/2007 abgezogen wurde. Stämme, bei denen die 
Differenz +2 oder mehr Titerstufen betrug, sind fett hervorgehoben. 
Lassa-Virus Stamm Ursprungsland 
Endpunkttiter Unterschied 
zwischen GPC RT-PCR/2007 
und GPC RT-PCR1994 
Lib05_2406/Lib129 Liberia +2 
Lib05_2096/Lib127 Liberia 0 
Lib07_444 Liberia +2 
Lib07_33 Liberia +1 
Lib05_1580/Lib121 Liberia 0 
Josiah Sierra Leone +1 
AV Elfenbeinküste 0 
Nig08_A18 Nigeria +2 
Nig08_A19 Nigeria +1 
Nig08_A37 Nigeria 0 
Nig08_A41 Nigeria 0 
Nig08_A47 Nigeria >2 
CSF Nigeria >7 
BA384 Guinea 0 
BA377 Guinea +1 
BA289 Guinea +1 
BA366 Guinea 0 
TA491 Guinea +1 
DGD43 Guinea 0 
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Tabelle 5: 95%-Nachweisgrenze der GPC RT-PCR/2007 für RNA verschiedener Lassa-Virus Stämme 
ermittelt durch Testung von Replikaten und anschließender Probitanalyse.
95%-Nachweisgrenze 
Lassa-Virus Stamm Herkunft 
RNA Kopien/ml Probe RNA Kopien/Reaktion 
NL Sierra-Leone 536 6,3 
Lib06_295 Liberia 975 11,4 
Lib06_120 Liberia 686 8,0 
Lib05_1580/Lib121 Liberia 342 4,0 
Lib05_406/Lib90 Liberia 2560 29,9 
AV Elfenbeinküste 820 9,6 
CSF Nigeria 870 10,2 
Weller Nigeria 2067 24,1 
GA391 Nigeria 1080 12,6 
803213 Nigeria 782 9,1 
LP Nigeria 1372 16,0 
3.1.2.5 Analytische Spezifität 
Die GPC RT-PCR/2007 soll zur Labordiagnostik von Lassa-Fieber eingesetzt 
werden. Wichtig ist, dass ausschließlich Lassa-Virus RNA amplifiziert wird und nicht 
Nukleinsäure anderer Erreger, die sich auch in der Probe befinden könnten. 
Außerdem darf die Reaktion nicht durch Anwesenheit humaner Nukleinsäure gestört 
werden. Um das auszuschließen, wurde Nukleinsäure verschiedener 
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Abbildung 3: 95%-Nachweisgrenze der GPC RT-PCR/2007 ermittelt 
mit Probitanalyse. Die Datenpunkte markieren den Anteil der 
positiven Testergebnisse bei einer bestimmten RNA-Kopienanzahl in 
der Probe. Insgesamt basiert die Analyse auf 326 Einzeltestungen.
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differenzialdiagnostisch relevanter Erreger fieberhafter Erkrankungen und 
Nukleinsäure von HeLa-Zellen in die Reaktion gegeben. Es wurde überprüft, ob 
Produkte entstehen, die dem 320 Basen großen spezifischen Lassa-Virus Signal 
entsprechen und damit eine falsch-positive Interpretation des Testergebnisses zur 
Folge hätten, oder ob die Sensitivität des Testes verringert würde. Getestete VHF-
Erreger waren CCHFV, Ebolavirus, Marburgvirus, Rift-Tal Fieber Virus, Denguevirus 
1-4 und Gelbfiebervirus. Durch Zugabe dieser RNA kam es nicht zur 
Beeinträchtigung der Detektion des Lassa-spezifischen PCR-Signals. In 
Patientenmaterial, gerade in den Lassa-Virus Endemiegebieten, finden sich häufig 
zusätzlich noch weitere Viren oder Parasiten. Für HIV, HCV, HBV, 
Chikungunyavirus, Epstein-Barr-Virus, HSV-1 und für Plasmodium falciparum
konnten ebenfalls interferierende Signale ausgeschlossen werden (Daten sind nicht 
gezeigt). 
3.1.2.6 Klinische Validierung 
Wichtigstes Kriterium zur Verwendung eines guten diagnostischen Tests ist die 
korrekte Erkennung von bekannt positiven Proben. Die Anwesenheit des Analyts in 
diesen Proben muss mit einem definierten Gold-Standard überprüft worden sein. Der 
Gold-Standard zur Validierung der neuen RT-PCR war definiert als eine Kombination 
aus GPC RT-PCR/1994 und Virusisolierung in Zellkultur. Proben, in denen mit einer 
oder beiden Methoden Lassa-Virus nachgewiesen wurde, wurden mit der neuen 
PCR überprüft. Eine positive Liquorprobe und 77 positive Serumproben wurden so 
mit dem GPC RT-PCR/2007 Test analysiert. Unter diesen Proben waren vier Proben, 
die ein negatives Ergebnis in der alten RT-PCR/1994 gezeigt hatten, aus denen 
jedoch Virus in Zellkultur isoliert werden konnte. Die neue RT-PCR/2007 war in der 
Lage, in allen 78 Proben Lassa-Virus RNA nachzuweisen. Dieses ist exemplarisch in 
Abbildung 4 für einige Proben gezeigt. 
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3.1.3 Makroarray RT-PCR 
Neben der Detektion des Amplikons mittels Größenauftrennung im Agarosegel 
sollten sequenzspezifische Systeme zum Nachweis entwickelt werden. Die gängige 
Methode ist heutzutage die real-time (RT-)PCR (qRT-PCR), die einen quantitativen, 
sequenzbasierten Nachweis von Nukleinsäure durch Anlagerung 
fluoreszenzmarkierter Sonden an das Amplikon ermöglicht. Die Etablierung eines 
solchen Systems zum Nachweis von Lassa-Virus RNA wurde geprüft. Die 
Sequenzanalyse zeigte, dass die Variabilität der Lassa-Virus Stämme untereinander 
zu groß ist, um eine qRT-PCR zu entwickeln, die gleichzeitig alle Lassa-Virus 
Stämme nachweisen könnte. Die Anzahl der Sonden, die in der qRT-PCR verwendet 
werden kann, ist begrenzt, da eine zu große Hintergrundfluoreszenz auftreten würde, 
die Signale überdecken würde. Selbst Versuche, mehrere qRT-PCRs für die 
genetischen Linien zu entwickeln, scheiterten. 
Es wurde deshalb entschieden ein Makroarray-System der Firma Chipron zu nutzen. 
Mit diesem ist es möglich, sehr viel mehr Sonden als in der qRT-PCR zu verwenden. 
So können viele Sequenzvarianten des Amplikons detektiert werden. Das System 
Abbildung 4: Typisches Ergebnis nach Durchführung der 
GPC RT-PCR/2007 mit klinischen Proben. Die getesteten 
Proben zeigten teilweise mit der alten RT-PCR ein 
negatives Ergebnis. Die alten Testergebnisse sind unter 
dem Agarosegel angezeigt. Die Zahlen rechts markieren 
den Größenstandard (Anzahl Basen). 
uv = unverdünnt; NTC = Negativkontrolle 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Makroarray. Links ist die Übersicht des ganzen Arrays 
gezeigt und rechts eine Vergrößerung eines einzelnen Testfeldes. Dort sind ebenfalls die Positionen 
der Sonden aus Tabelle 6 erkennbar. 
wurde verwendet, um auf der Basis der vorhandenen und neu validierten GPC RT-
PCR/2007 eine sequenzbasierte Detektion zu etablieren. 
3.1.3.1 Makroarray-Design 
Das Arraysystem besteht aus acht Feldern, die jeweils 81 (9 x 9) Punkte enthalten, 
an denen Sonden an die Oberfläche gebunden werden können. Die acht Felder 
enthalten jeweils den gleichen Satz Sonden, die immer im gleichen Muster angelegt 
sind. Damit können pro Chip acht individuelle Proben prozessiert werden. Die äußere 
Abmessung des Makroarrays beträgt 5 x 5 cm (Abbildung 5).  
Der Assay soll alle möglichen Sequenzvarianten von Lassa-Virus detektieren 
können. Dazu wurden alle verfügbaren Lassa-Virus Sequenzen in einem 
Sequenzvergleich (engl. alignment) analysiert und es wurde ein konservierter 
Bereich direkt am 5’-Ende der kodierenden Sequenz des GPC-Gens identifiziert. 
Diese Region wurde für das Design der Sonden ausgewählt. In silico Analyse zeigte, 
dass 47 verschiedene Sonden benötigt würden, um die Sequenzvariabilität von 
Lassa-Virus abzubilden. Von diesen 47 Sonden wurden 30 jeweils mit einer anderen 
Sonde kombiniert, so dass in 15 Fällen Sondengemische und in 17 Fällen einzelne 
Sonden an den Chip gebunden wurden. Um ausreichende Redundanz für eine 
zuverlässige Diagnostik zu gewährleisten, wurden alle Sonden oder 
Sondenkombinationen in Duplikaten auf dem Chip gebunden. Daraus resultieren 64 
Punkte auf jedem Feld, die der Detektion von Lassa-Virus spezifischem Amplikon 
dienen. 
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Tabelle 6: Sequenzen der auf dem Makroarray fixierten Sonden. Die Punktposition gibt die 
Koordinate auf dem kleinen Testfeld an. In Abbildung 5 ist die entsprechende Position gezeigt. 
Nr. Punktposition Sequenz (5’  3’) Schmelztemperatur [°C]* 
1 A-01A CATTCTTTCAAGAGGTGCCTCATGTG 41.6 
2 A-01B CATTCTTCCAAGAGGTGCCTCATGT 41.1 
3 A-02A TTCTTCCAGGAAGTGCCTCATGTAATAG 40.9 
4 A-02B CATTCTTTCAGGAAGTGCCTCATGTAATAG 41.5  
5 A-03 CATTCTTTCAGGAAGTGCCTCACGT 41.3  
6 A-04 CATTCTTTCAGGAAGTGCCCCATG 42.2  
7 A-05A CTTCCAGGAGGTGCCCCATGTA 41.4  
8 A-05B ATTCTTCCAGGAAGTGCCCCATG 41.7  
9 A-06A ACATTTTTCCAGGAAGTCCCTCATGT 40.9  
10 A-06B ACATTTTTCCAGGAAGTACCTCATGTCATA 41.2  
11 A-07A ACATTCTTTCAAGAAGTGCCTCATGTAATAGA 41.8  
12 A-07B ACATTCTTTCAAGAAGTGCCACATGTAATAG 41.1  
13 A-08 CAAGAAGTACCTCATGTGATAGAGGAAGTGA 41.2  
14 A-09 ACATTCTTTCAAGAGGTTCCTCATGTCA 41.1  
15 A-10A CATTCTTCCAAGAAGTTCCTCATGTTATTG 41.4  
16 A-10B ACATTCTTCCAAGAAGTCCCTCATGTTAT 40.6  
17 A-11A ACATTCTTTCAGGAAGTTCCTCATGTCAT 41.4  
18 A-11B ACATTCTTCCAGGAAGTTCCTCATGTTAT 40.6  
19 A-12 CACCCTTCCAGGAAGTCCCTCAT 40.9  
20 A-13 CATTCTTCCAAGAAGTACCACATGTTATCG 42.0  
21 A-14 CAAGAAGTGCCTCATGTAATAGAGGAAGTAAT 40.9  
22 A-15 ATTTTTCCAGGAGGTGCCTCATGTC 42.1  
23 A-16 CTTCTTTCAGGAGGTGCCTCACGT 41.4  
24 B-01A GCCTCATGTGATAGAAGAGGTGATGAAC 41.1  
25 B-01B GCCCCATGTAATAGAAGAGGTGATGAAC 41.9  
26 B-02A GCCTCATGTAATAGAGGAGGTGATGAACA 42.4  
27 B-02B GCCTCATGTAATAGAAGAGGTGATGAACAT 41.0  
28 B-03A GTGCCTCATGTAATAGAGGAGGTAATGAACA 42.6  
29 B-03B GTCCCTCATGTAATAGAGGAGGTCATGAAC 42.2  
30 B-04 ACCTCATGTCATAGAGGAAGTGATGAACA 41.0  
31 B-05 GTCCCTCATGTTATAGAGGAGGTCATGAAC 42.2  
32 B-06A GCCTCATGTCATAGAGGAGGTCATGA 41.1  
33 B-06B TCCTCATGTCATAGAGGAGGTAATGAACAT 41.3  
34 B-07 GCCACATGTAATAGAGGAAGTCATGAACA 41.4  
35 B-08 AGTTCCTCATGTTATTGAGGAAGTGATGAA 41.4  
36 B-09A CCCTCATGTTATTGAGGAGGTAATGAACA 42.2  
37 B-09B CCTCATGTCATTGAGGAGGTAATGAACA 42.0  
38 B-10A GTTCCTCATGTCATTGAGGAAATTATGAAC 41.2  
39 B-10B GTTCCTCATGTTATTGAGGAAATCATGAAC 41.2  
40 B-11A GCCTCATGTGATAGAGGAGGTGATGA 41.1  
41 B-11B GCCTCATGTGATTGAGGAGGTGATG 42.2  
42 B-12 GCCCCATGTTATAGAGGAGGTGATGA 42.0  
43 B-13 GTGCCTCATGTGATAGAGGAGGTAATGA 41,4 
44 B-14 CATGTTATCGAGGAAGTGATGAATATCGT 40.6 
45 B-15A GCCTCACGTTATAGAGGAAGTGATGAACA 42.6  
46 B-15B GCCACAGGTTATAGAGGAAGTGATGAACA 42.5  
47 B-16 CCTCATGTCATAGAAGAAGTGATGAACATTG 42.0  
48 F-01 GAACATTTCGCAGCCTACCGTAG 38.6 
49 F-02 CAAATCACAGAATCGTCGTATGCAG 39.2 
* die Schmelztemperatur wurde mit dem Programm Vector NTI unter Berücksichtigung der 
Zusammensetzung des Hybridisierungspuffers ermittelt. 
Diese nehmen 8 x 8 Punkte in Anspruch, bedecken also die gesamte Fläche der 
Felder bis auf die oberste Reihe und die Spalte ganz rechts. Das Makroarraysystem 
beinhaltet eine Kontrolle der Hybridisierungsprozedur. Diese ist herstellerseitig 
standardisiert und die dafür notwendigen Sonden befinden sich in den beiden oberen 
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Ecken und in der unteren rechten Ecke des Feldes. Die Felder zwischen den 
Hybridisierungskontrollen standen für die Bindung von Amplikons der internen 
Amplifikationskontrolle zur Verfügung. Eine Übersicht über die verwendeten Sonden 
gibt Tabelle 6. 
3.1.3.2 Modifikation der GPC RT-PCR/2007 Reaktionsbedingungen 
Zur Hybridisierung an die gebundenen Sonden auf dem Array wird einzelsträngige 
DNA benötigt. Einzelsträngige DNA kann nach der Amplifikation durch Aufschmelzen 
des Doppelstranges durch Hitze gewonnen werden. Eine Alternative ist die Bildung 
von einzelsträngiger DNA schon während der Amplifikation. Dieses kann erreicht 
werden, indem ein Primer im Überschuss im Reaktionsgemisch vorhanden ist und 
somit thermodynamisch die Bildung eines Stranges gegenüber dem anderen 
bevorzugt wird. Um einen Arbeitsschritt zu sparen, wurde diese Methode gewählt. In 
der Makroarray RT-PCR wurde deshalb der Primer LVS-339-rev im Verhältnis 4:1 
zum Primer 36E2 verwendet (asymmetrisch). Weiterhin wurde für die Detektion des 
gebundenen Stranges der Rückwärtsprimer LVS-339-rev biotinyliert. Zusätzliche 
Abweichungen vom herkömmlichen Protokoll waren nicht notwendig. In 
Pilotversuchen mit verdünnter Lassa-Virus RNA zeigte sich, dass das modifizierte 
Protokoll eine ähnliche Sensitivität wie das oben beschriebene Protokoll zur 
Geldetektion hat. 
3.1.3.3 Interne Amplifikationskontrolle 
Um die Verlässlichkeit von negativen Ergebnissen zu vergrößern, wurde eine interne 
Amplifikationskontrolle in das GPC RT-PCR/2007 Protokoll integriert. Eine interne 
Amplifikationskontrolle (engl. internal control, IC) bietet die Möglichkeit, ein 
Ausbleiben der Amplifikation durch PCR-Inhibition oder falsche 
Reaktionsbedingungen zu überprüfen. Zwei grundsätzliche Möglichkeiten bei der 
Auswahl einer IC bestehen. Es gibt homologe interne Kontrollen, die dieselben 
Primer wie die diagnostische PCR nutzen. Für diese muss ein PCR-Ziel verwendet 
werden, das im Vergleich zum Ziel der diagnostischen PCR verlängert und in der 
Sequenz verändert ist. Dadurch ist eine Unterscheidung möglich. Diese Systeme 
bergen die Gefahr einer verstärkten Kompetition zwischen IC-PCR und 
diagnostischer PCR. Bei der Verwendung eines zweiten Primerpaares für ein 
heterologes PCR Ziel besteht dieses Risiko nicht im selben Maße. Es wurde deshalb 
ein zweites Primerpaar und ein heterologes RT-PCR Zielgen verwendet. Zu diesem 
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Zweck wurde in vitro transkribierte RNA von Photynus pyralis Luciferase hergestellt 
und photometrisch vermessen. Ein Primerpaar (IC-Fwd und IC-Rev) wurde 
entwickelt, das ein etwa 520 Basen großes Amplikon generiert. Analog zur Lassa-
Virus-spezifischen RT-PCR wurde auch hier für die Detektion per Makroarray ein 
asymmetrisches Primerverhältnis verwendet und der Überschussprimer biotinyliert.  
Das IVT kann entweder während der Aufreinigung des Probenmaterials zugesetzt 
oder erst später direkt zum PCR-Ansatz gegeben werden. Pro Reaktion wurden 500 
RNA-Kopien des IVT zugegeben. Diese Menge wurde verwendet, weil so unter 
normalen Reaktionsbedingungen und in Abwesenheit von PCR-Inhibitoren die 
Amplifikation der IC problemlos ablief, keine Beeinträchtigung der Lassa-Virus 
Amplifikation beobachtet wurde und das System ausreichend sensitiv auf Inhibition 
reagierte. Das endgültige Makroarray RT-PCR-Protokoll kann in Absatz 2.2.2.3 
nachgelesen werden. 
3.1.3.4 Vergleich der Detektion von Markoarray-Hybridisierung und 
Ethidiumbromidfärbung im Gel 
Es sollte verglichen werden, ob der Nachweis von Amplikon bei der Detektion mittels 
Makroarray genau so sensitiv ist, wie durch Färbung mit Ethidiumbromid im 
Agarosegel. Die parallele Analyse von verdünntem Amplikon zeigte, dass der 
Nachweis über den Array gleichwertig oder sogar etwas empfindlicher ist, als über 
das mit Ethidiumbromid gefärbte Agarosegel (Abbildung 6). 
3.1.3.5 Analytische Sensitivität 
Wie bereits für das Gel-PCR System wurde auch für die Detektion per Markoarray 
eine Probitanalyse durchgeführt. Dazu wurden Verdünnungsreihen von in vitro
transkribierter RNA extrahiert, mit dem Makroarray RT-PCR Protokoll getestet und 
der Anteil an positiven Reaktionen pro Verdünnungsstufe ermittelt. Die Auswertung 
über eine Probitanalyse ergab für fünf verschiedene Lassa-Virus Stämme 95%ige 
Nachweisgrenzen von 347 bis 4.295 RNA-Kopien/ml Probe (Tabelle 7). Die 
kumulierte Analyse basierend auf allen 150 Datenpunkten ergab eine 
Nachweisgrenze von 1.540 RNA-Kopien/ml Probe (95%-Konfidenzintervall: 974 – 
1.890 RNA-Kopien/ml) (Abbildung 7). Die Sensitivität der modifizierten Makroarray 
RT-PCR liegt damit in einem ähnlichen Bereich wie die der GPC RT-PCR/2007 mit 
Geldetektion (siehe 3.1.2.4). 
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Abbildung 7: 95%-Nachweisgrenze des Makroarray-Testsystems 
ermittelt mit Probitanalyse. Die Datenpunkte markieren den Anteil der 
positiven Testergebnisse bei einer bestimmten RNA-Kopienanzahl in der 
Probe. Insgesamt basiert die Analyse auf 150 Einzeltestungen. 
Abbildung 6: Vergleich von Agarosegel nach 
Ethidiumbromidfärbung und Hybrisierung auf dem 
Array hinsichtlich der Empfindlichkeit des Nachweises 
geringer Amplikonmengen. Verdünnungsstufen des 
PCR-Produktes sind über dem Gel (oben) und am 
jeweiligen Testfeld auf dem Array (unten) angegeben.
uv= unverdünnt 
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Tabelle 7: 95%-Nachweisgrenze mit dem Lassa-Virus Makroarray für RNA verschiedener Stämme 
ermittelt durch Testung von Replikaten und anschließender Probitanalyse. 
95%-Nachweisgrenze 
Lassa-Virus 
Stamm Herkunft 
Genetische 
Linie RNA          
Kopien/ml Probe 
RNA 
Kopien/Reaktion 
Lib05_1580/121 Liberia IV 2.216 25,9 
CSF Nigeria III 1.036 12,1 
GA391 Nigeria III 479 5,6 
803213 Nigeria II 347 4,0 
LP Nigeria I 4.295 50,1 
3.1.3.6 Spezifität 
Falsch-positive RT-PCR-Ergebnisse würden zu einer unnötigen Behandlung und 
Alarmierung des behandelnden Klinikpersonals führen. Um auszuschließen, dass 
falsch-positive Testergebnisse auftreten, wurden 20 Serumproben von Menschen, 
die nicht in Lassa-Virus Endemiegebiete gereist waren, als Negativreferenz getestet. 
Mit keiner Probe wurde ein falsch-positives Ergebnis erzielt und keine der Proben 
zeigte Inhibition der internen Kontrollreaktion. 
3.1.3.7 Klinische Validierung 
Analog zur oben beschriebenen Testung der GPC RT-PCR/2007 mit Geldetektion 
sollte auch die Makroarray RT-PCR mit bekannt positiven Lassa-Virus Proben 
getestet werden. Der Gold-Standard für die Festlegung als positive Probe waren die 
Ergebnisse der GPC RT-PCR/2007, da diese bereits gezeigt hatte, dass sie das 
beste Nachweissystem ist. Mit dem Makroarray RT-PCR Protokoll wurden 25 
nigerianische und 51 liberianische positive Patientenproben getestet. Bei allen 76 
Proben konnte Lassa-Virus RNA mittels Makroarray RT-PCR und anschließender 
Hybridisierung nachgewiesen werden. Die klinische Sensitivität des neuen Tests ist 
demnach 100%.  
3.1.3.8 Hybridisierungsverhalten unterschiedlicher Lassa-Virus Stämme 
Die Firma Chipron bietet Makroarraysysteme zur Unterscheidung von Virus-
Genotypen an. Die Möglichkeit, auch Lassa-Virus Genotypen mittels Makroarray-
Untersuchung identifizieren zu können, wurde überprüft. Mittels Makroarray RT-PCR 
hergestellte Amplikons verschiedener Lassa-Virus Stämme, wurden auf dem 
Makroarray hybridisiert. Unterschiedliche Amplifikate zeigten aufgrund 
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unterschiedlicher Sequenz abweichende Hybridisierungsmuster (Abbildung 8). Je 
mehr Fehlpaarungen zwischen Amplikon und Sonde vorliegen, desto schwächer wird 
das Signal. Eine genaue Differenzierung von Lassa-Virus Genotypen ist jedoch nicht 
möglich, da der Sondenbindungsbereich keine ausreichende Länge hat, um für alle 
möglichen Lassa-Virus Stämme sequenzspezifische Unterschiede zu zeigen. 
Abbildung 8: Beispiele für Hybridisierungsmuster 
von Amplifikaten unterschiedlicher Lassa-Virus 
Stämme. Eine genaue Genotypisierung ist nicht 
möglich, eine Unterscheidung bestimmter Stämme in 
einem PCR-Lauf jedoch schon. Angegeben sind 
Stammbezeichnung und Genbank-Nr. 
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3.2 Antivirale Therapie tropischer Fieber 
3.2.1 Screening potentiell antiviraler Substanzen 
Ribavirin ist das einzige Medikament, das nachweislich einen therapeutischen 
Nutzen bei der Behandlung von Lassa-Fieber und auch CCHFV-Infektion hat. 
Ebolafieber ist bis heute nicht medikamentös behandelbar. Auch für andere 
hämorrhagische Fieberviren wie Denguevirus oder Gelbfiebervirus steht keine 
Chemotherapie zur Verfügung. Moderne Screeningansätze von Pharmafirmen 
umfassen üblicherweise zehn- oder hunderttausende von chemischen 
Verbindungen, die in automatischen Prozessen auf Wirksamkeit getestet werden 
(High-Throughput-Screening).  
Da eine Hochdurchsatz-Suche im Labor der Stufe 4 mit vollständig replizierendem 
Virus logistisch nicht durchführbar war, wurde gezielt eine Reihe von Verbindungen 
ausgewählt, die gegen Lassa-Virus, CCHFV und Zaire Ebolavirus getestet werden 
sollten.  
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Abbildung 9: Wachstumskurven von Lassa-Virus (LASV), Zaire 
Ebolavirus (ZEBOV) und Crim-Congo hämorrhagisches Fieber-Virus 
(CCHFV). Bestimmt wurde die Anzahl der RNA-Kopien im 
Zellkulturüberstand. Die Zahlen in der Legende geben das Verhältnis 
von Viruspartikeln zu Zellen zum Zeitpunkt der Infektion an 
(Multiplicity of Infection). 
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3.2.1.1 Wachstumskinetik von Lassa-Virus, CCHFV und Zaire Ebolavirus 
Die Messung eines Hemmeffektes kann effektiv nur während der exponentiellen 
Wachstumsphase von Viruskulturen erfolgen. Würde erst während der Plateauphase 
gemessen, könnten Teilinhibitionen, die das Wachstum lediglich verzögern und nicht 
gänzlich verhindern, übersehen werden. Abbildung 9 zeigt die Wachstumskinetiken 
von LASV, CCHFV und ZEBOV, die durch Messung der Genomäquivalente ermittelt 
wurden. LASV hat sich nach Infektion mit einer MOI (engl. multiplicity of infection) 
von 0,01 nach 48 h fast um vier Log10-Stufen vermehrt. CCHFV und ZEBOV 
wachsen in derselben Zeit um etwa 2,5 Log10-Stufen. Für das Screening nach 
antiviralen Stoffen sind beide Messbereiche ausreichend und deshalb wurde für den 
Auslesezeitpunkt eine Zeit von 48 h gewählt. 
3.2.1.2 Screeningergebnisse für potentiell antivirale Hemmstoffe 
Vier verschiedene Testgruppen wurden erstellt. In der ersten Gruppe wurden 
zugelassene antivirale chemische Stoffe zusammengefasst. Die zweite Gruppe 
beinhaltet Nukleotidanaloga, die als Monophosphate mit einer Schutzgruppe 
versehen und dadurch schon in phosphorylierter Form membrangängig sind 
(cycloSal-Nukleotide). Sogenannte L-Nukleoside sind in der dritten Gruppe enthalten, 
und die vierte Gruppe umfasst Proteasominhibitoren. Alle Stoffe wurden auf ihre 
Hemmwirkung auf das Wachstum von LASV, ZEBOV und CCHFV getestet und 
hinsichtlich ihrer Zytotoxizität untersucht. Der Vergleich von gewünschtem Effekt und 
zytotoxischer Wirkung lässt eine Abschätzung der therapeutischen Effektivität zu. 
Es wurde eine Inhibitorische Konzentration von 90% (IC90) als Auswahlkriterium 
festgesetzt. Geringere Aktivitäten bei den verwendeten Konzentrationen würden 
bedeuten, dass dem Patienten sehr viel Medikament zugeführt werden müsste, um 
die aktiven Plasmakonzentrationen erreichen zu können. Leider zeigte sich nach 
Auswertung aller Daten, dass kein Hemmstoff eine ausreichende spezifische 
Hemmung besitzt. Einige der chemischen Stoffe hemmten das Viruswachstum zwar, 
wirkten aber gleichzeitig stark zytotoxisch. Viele Substanzen hatten weder eine 
Wirkung auf das Viruswachstum noch auf die Zellviabilität. Einige Stoffe zeigten eine 
Hemmung des Viruswachstums bei keiner oder nur geringer Zytotoxizität, jedoch nur 
in geringem Ausmaße. Eine ausreichende Hemmung des Viruswachstums bei 
uneingeschränkter Zellaktivität konnte für keine Substanz nachgewiesen werden. Die 
3 Ergebnisse 
52 
Übersicht über alle Experimente findet sich im Anhang zu dieser Arbeit in Abbildung 
18 bis Abbildung 29. 
3.2.2 Wirkmechanismus von Ribavirin 
Ribavirin wirkt inhibierend auf das Wachstum von Lassa-Virus und kann zur Lassa-
Fieber Therapie verwendet werden. Der genaue Wirkmechanismus ist bislang noch 
unbekannt. Ein potentieller Mechanismus ist die Inhibition des zellulären Enzyms 
Inosinmonophosphat Dehydrogenase (IMPDH) und ein damit verbundenes Absinken 
des GTP-Spiegels in der Zelle. Es existieren weitere IMPDH-Inhibitoren, die zum 
Vergleich herangezogen werden konnten. Dabei handelt es sich um EICAR (ein 
Nukleosidanalogon) und MPA (strukturell nicht mit EICAR und Ribavirin verwandt). 
Der Effekt der IMPDH-Inhibition kann durch zusätzliches Guanosin im 
Zellkulturmedium aufgehoben werden. Hinge die antivirale Wirkung eines Stoffes nur 
mit der IMPDH-Hemmung zusammen, könnte der Effekt aufgehoben werden.  
Eine Therapie des Ebolafiebers mit Ribavirin ist ineffektiv. Um die spezifische und 
therapeutisch wirksame Wirkung von Ribavirin gegen Lassa-Virus mit der Wirkung 
gegen ein Virus zu vergleichen, das nicht im selben Maße inhibiert werden kann, 
wurden die gleichen Versuche parallel für ZEBOV durchgeführt. 
3.2.2.1 Inhibition von LASV- und ZEBOV-Wachstum durch Ribavirin, EICAR 
und MPA 
Viruswachstum von Lassa- und Ebolavirus in infizierten Vero Riems Zellen wurde 
durch Zugabe von Ribavirin, EICAR und MPA in das Zellkulturmedium 
konzentrationsabhängig inhibiert. Sowohl die Anzahl der Genomäquivalente als auch 
die Anzahl der infektiösen Partikel im Zellkulturüberstand war nach der jeweiligen 
Inkubationszeit (LASV 48 h und ZEBOV 72 h) reduziert. Da MPA und EICAR 
ausschließlich die IMPDH hemmen, zeigen die Ergebnisse, dass die Hemmung der 
IMPDH einen möglichen Weg zur Inhibition von Lassa- und Ebolavirus darstellt. 
Abbildung 10 zeigt die Hemmung anhand der Anzahl der Genomäquivalente. Zu 
erkennen ist in dieser Grafik auch, dass der Hemmeffekt durch MPA und EICAR 
schon niedrig konzentriert einsetzte, jedoch bei höheren Konzentrationen ein Plateau 
erreichte und immer Restvirus nachweisbar blieb. Hemmung durch Ribavirin erfolgte 
zwar erst bei höheren Konzentrationen, war dann jedoch bis unter die 
Nachweisgrenze des Testes möglich. In Abbildung 12 kann die Hemmung der 
Entstehung der infektiösen Partikel in den oberen Graphen nachvollzogen werden.  
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Die Hemmung des Viruswachstums kann zumindest teilweise durch die Verringerung 
der Zellaktivität erklärt werden. Wie Abbildung 11 zeigt, beträgt die Zellaktivität bei 
der verwendeten Dosis von Ribavirin, EICAR und MPA teilweise nur 50%. Dieses 
Abbildung 10: Hemmung des Viruswachstums durch Zugabe von MPA, EICAR 
und Ribavirin zum Zellkulturmedium. Genomkopien sind relativ zu 
unbehandelten Kulturen gezeigt (100%). Ebolavirus lässt sich nicht bis über 
90% hemmen, während Lassa-Virus effektiv im Wachstum gestört wird. Gezeigt 
sind Daten eines repräsentativen Experimentes. 
Abbildung 11: Zellviabilität von Vero Riems Zellen nach Inkubation mit Ribavirin, EICAR 
und MPA im Vergleich zu unbehandelten Zellen (100%). Die mikroskopische Beobachtung 
zeigte, dass die Zellen auch bei inhibierenden Konzentrationen von EICAR und MPA nicht 
abgestorben waren. Stattdessen waren sie vergrößert, was auf einen zytostatischen Effekt 
hindeutet. Gezeigt sind repräsentative Daten.
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beruht jedoch nicht auf zytotoxischen Effekten sondern eher auf zytostatischen. In  
Zellkultur, die mit MPA, EICAR und Ribavirin behandelt wurde, wuchsen die Zellen 
zu einem konfluenten Zellrasen heran. Jedoch waren die inhibierten Zellen 
wesentlich größer. Vermutlich können sich die Zellen durch den GTP-Mangel nicht 
mehr teilen aber trotzdem weiter Stoffwechsel betreiben und an Zellgröße 
zunehmen. 
3.2.2.2 Aufhebung des Hemmeffektes durch Guanosin 
Sollte der Effekt von Ribavirin, EICAR und MPA hauptsächlich auf der IMPDH-
Hemmung und der darauf folgenden GTP-Depletion beruhen, ist ein Aufheben des 
Effektes durch exogene Zugabe von Guanosin zum Zellkulturmedium möglich. 
Der Hemmeffekt von Ribavirin gegen Lassa-Virus konnte nicht durch Zugabe von 
Guanosin aufgehoben werden. Selbst bei Anwesenheit von 30 µg/ml Guanosin im 
Zellkulturmedium erfolgte immer noch eine Hemmung des Lassa-Virus Wachstums 
durch Ribavirin. Das Ergebnis legt nahe, dass die Hemmung der IMPDH nicht der 
wesentliche Wirkmechanismus von Ribavirin gegen Lassa-Virus ist. 
Abbildung 12: Inhibition des Wachstums von Lassa-Virus und Ebolavirus durch Ribavirin, EICAR und 
MPA und Aufhebung des Effekts durch Zugabe von Guanosin. Die Wirkung aller drei Stoffe gegen 
Ebolavirus lässt sich durch Guanosingabe aufheben. Bei Lassa-Virus hält die Hemmung durch 
Ribavirin jedoch auch trotz Guanosingabe an. Die obere gestrichelte Linie entspricht 50% Virustiter 
und die untere Linie der 10% im Vergleich zu ungbehandelten Kulturen. Gezeigt ist das geometrische 
Mittel aus vier unabhängigen Experimenten. Fehlerbalken sind der Übersicht halber nicht gezeigt. 
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Im Gegensatz dazu kann der Hemmeffekt von EICAR und MPA auf das Lassa-Virus 
Wachstum durch die Zugabe von Guanosin aufgehoben werden. Bereits bei der 
niedrigsten eingesetzten Menge Guanosin (3 µg/ml) wächst Lassa-Virus wieder 
vergleichbar stark wie im Kontrollansatz ohne EICAR oder MPA. Bei der Zugabe von 
Guanosin zu EICAR konnte ein weiterer Effekt beobachtet werden, dessen Ursache 
jedoch unbekannt ist. Wird mehr als 3 µg/ml Guanosin zugesetzt, wird der 
Hemmeffekt wieder beobachtbar, der jedoch nicht so intensiv ist und in einer 
anderen Kinetik verläuft.  
Die Ergebnisse mit ZEBOV entsprechen nicht denen von Lassa-Virus. Es können 
sowohl die MPA- und EICAR-Effekte als auch die Ribavirinwirkung durch 
Guanosingabe aufgehoben werden. Dieses deutet darauf hin, dass bei ZEBOV 
alleine die Hemmung der IMPDH für die antivirale Wirkung aller drei Stoffe 
ausschlaggebend ist. 
Abbildung 12 fasst die Ergebnisse graphisch zusammen. In Tabelle 8 sind die IC50- 
und IC90-Werte für die Verbindungen in Abwesenheit oder nach Zugabe von 
Guanosin dargestellt. 
Tabelle 8: 50%ige und 90%ige Hemmkonzentrationen von MPA, EICAR und Ribavirin gegen Lassa-
Virus, Mopeia-Virus und Ebolavirus in Abwesenheit und unter Zugabe verschiedener Konzentrationen 
von Guanosin.  
Ribavirin 
[µg ml–1] 
EICAR 
[µg ml–1] 
MPA 
[µg ml–1] Virus 
(Familie) 
Guanosin 
[µg ml–1] 
IC50 IC90 IC50 IC90 IC50 IC90
0 16 29 1.0 2.1 0.34 0.81 
3 29 44 >10 >10 >3 >3 
10 21 36 0.79 >10 >3 >3 
LASV 
(Arenaviridae) 
30 13 26 0.10 0.38 >3 >3 
0 5.4 10 ND ND 0.17 0.34 
3 2.6 6.2 ND ND >3 >3 
10 2.2 6.0 ND ND >3 >3 
MOPV 
(Arenaviridae) 
30 2.5 8.1 ND ND >3 >3 
0 61 >100 2.8 >10 0.96 >3 
3 27 >100 2.0 >10 2.5 >3 
10 89 >100 >10 >10 >3 >3 
ZEBOV 
(Filoviridae) 
30 >100 >100 >10 >10 >3 >3 
ND = nicht durchgeführt; LASV = Lassa-Virus; MOPV = Mopeia-Virus, ZEBOV = Zaire Ebolavirus 
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3.2.2.3 Validierung der Ergebnisse mit Mopeia-Virus
Hemmversuche mit Ribavirin und MPA wurden mit und ohne Zugabe von Guanosin 
auch mit einem weiteren Arenavirus durchgeführt. Damit sollte überprüft werden, wie 
aussagekräftig die beobachteten Ergebnisse für Lassa-Virus sind. Es lässt auch 
Rückschlüsse auf die Ähnlichkeit der Arenaviren in Hinblick auf die Ribavirinwirkung 
und den Wirkmechanismus zu. Die Hemmkinetiken, die für Lassa-Virus beobachtet 
wurden, konnten auch für Mopeia-Virus reproduziert werden. Generell ist die 
Empfindlichkeit von Mopeia-Virus gegen Ribavirin und MPA größer als die von 
Lassa-Virus. Mopeia-Virus wird bereits bei einem drittel der Stoffkonzentration zu 50 
und zu 90 Prozent inhibiert (Tabelle 8). 
3.3 Molekulare Phylogenie von Lassa-Virus 
Zum jetzigen Stand des Wissens lassen sich die Lassa-Virus Stämme in vier 
genetische Linien teilen, die geographisch über Westafrika verteilt sind. In Nigeria 
kommen die Linien I, II und III vor, in der Elfenbeinküste, Mali, Sierra-Leone und 
Liberia nur die Linie IV. Der Großteil der bis zu dieser Arbeit bekannten vollständigen 
Genomsequenzen umfasste nur Stämme der Linie IV, also nur einen kleinen Teil der 
bekannten Variabilität. Neue Sequenzinformationen besonders für nigerianische 
Stämme aus den Linien I, II und III wurden benötigt, um einen umfassenden Einblick 
in die taxonomische Ordnung und in die Phylogenie von Lassa-Virus zu bekommen. 
3.3.1 Sequenzierung 
Zur Erstellung der phylogenetischen Analysen war zunächst das Sequenzieren von 
Lassa-Virus Stämmen nötig. Zum Einen wurden partielle Sequenzen des GPC-, des 
NP- und des L-Genes aus Patientenproben erstellt, zum Anderen wurden Lassa-
Virus Stämme, die in der Zellkultur isoliert werden konnten, vollständig sequenziert. 
Für die partielle Sequenzierung des GPC-Gens wurden die Primer der 
diagnostischen GPC RT-PCR/2007 verwendet und für die partielle Sequenzierung 
des L-Gens wurden Primer der diagnostischen L-Gen-RT-PCR verwendet. Zur 
vollständigen Sequenzierung der Lassa-Genomsegmente wurden anhand der 
verfügbaren Lassa-Virus Sequenzen Konsensusprimer erstellt, die etwa 800 Basen 
lange und 100 Basen überlappende Fragmente amplifizieren und durch degenerierte 
Positionen auch die große Sequenzvariabilität der verschiedenen Lassa-Virus 
Stämme abdecken. Eine Übersicht über Sequenzierprimer gibt Absatz 2.1.1.3. Mit 
dieser Auswahl an Primern konnte der größte Teil der Sequenzen aller Stämme 
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amplifiziert werden. Anhand dieser neuen Sequenzinformationen konnten dann 
stammspezifische Primer erstellt werden, mit denen die Lücken geschlossen werden 
konnten.  
Sieben vollständige Lassa-Virus Genomsequenzen wurden erstellt (BA366, Nig08-
04, Nig08-A18, Nig08-A19, Nig08-A37, Nig08-A41 und Nig08-A47). Teilsequenzen 
wurden direkt aus Serumproben gewonnen (Nigeria: 20 Sequenzen des GPC-Gens 
und fünf des L-Gens). Tabelle 9 gibt eine weitere Übersicht über die neuen und 
phylogenetisch verwerteten Sequenzen, nennt die Genbanknummern und gibt 
Informationen über die Herkunft des Probenmaterials. Ein Teil der phylogenetisch 
untersuchten Sequenzen ist in Tabelle 1 aufgelistet, weil diese schon für die 
Entwicklung der RT-PCR verwendet wurden.  
Für die Analyse wurden immer nur die kodierenden Sequenzanteile verwendet. Die 
untranslatierten Bereiche der Gene und die Intergenregionen der Segmente wurden 
nicht in die Analysen einbezogen. Mit allen verfügbaren Sequenzen wurden 
Sequenzalignments erstellt, wobei jeweils die Aminosäuresequenz zur Orientierung 
genutzt wurde.  
3.3.2 Phylogenetische Analyse der kompletten Gensequenzen 
Es wurden jeweils zwei Analysen durchgeführt. Eine bayessche Analyse der Daten 
wurde mit dem Programm BEAST 1.6 erstellt, und eine Analyse nach einem 
Maximale-Wahrscheinlichkeits-Verfahren (ML, von engl. maximum likelihood) wurde 
mit PhyML 3.0 durchgeführt. Diese Methoden sind zwar sehr rechenintensiv, liefern 
aber im Vergleich mit Methoden, die nur nach einer genetischen Distanzmatrix 
Verwandtschaftsverhältnisse bestimmen, statistische Informationen über die 
Zuverlässigkeit der Analyse.  
Für die Analyse der vollständigen Gene wurden Sequenzen weiterer 
Altweltarenaviren mit einbezogen, da der Umfang der verfügbaren vollständigen 
Lassa-Virus Sequenzen im Vergleich zu den partiellen relativ klein ist. Grundsätzlich 
sind die Baumtopologien der beiden Analysemethoden für die einzelnen Gene gleich, 
weshalb auch nur die Bäume gezeigt sind, die mit dem Programm BEAST erstellt 
wurden (Abbildung 13). Die a-posteriori Wahrscheinlichkeiten (bayessche Analyse) 
und die sogenannten Bootstrap-Werte (für die ML-Analyse) unterstützen die 
erhaltenen Baumtopologien. Die schon bekannte Aufteilung der Lassa-Virus Spezies 
in vier genetische Linien konnte reproduziert und untermauert werden. Sämtliche neu 
erstellten Sequenzen ordnen sich in eine dieser Linien ein. Es gibt eine große 
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Übereinstimmung der Baumtopologien zwischen den Genen. Lediglich die Linie I, für 
die leider auch die geringste Informationsmenge verfügbar ist, wechselt die Position 
mit Linie II zwischen GP- und NP-Baum. Dies könnte auf ein frühes 
Rekombinationsereignis zwischen Linie I und II hindeuten. Eine Analyse mittels 
RDP3-Software lieferte jedoch keine belastbare Unterstützung für die 
Rekombinationstheorie.  
Tabelle 9: Herkunft der sequenzierten nigerianischen Lassa-Virusisolate und Patientenproben.  
Stamm GP/NPa La Probe Wirt Jahr und Herkunftb Krankheitsausgang  
Nig08-04  GU481068c  GU481069c I H 2008, Nigeria, Abakaliki  verstorben1
Nig08-A18 GU481070c GU481071c I H 2008, Nigeria, Jos verstorben1
Nig08-A19  GU481072c  GU481073c  I H 2008, Nigeria, Jos  rekonvaleszent1
Nig08-A37  GU481074c  GU481075c I H 2008, Nigeria, Irrua (Irrua)  verstorben 
Nig08-A41  GU481076c  GU481077c  I H 2008, Nigeria, Irrua (Irrua)  rekonvaleszent 
Nig08-A47  GU481078c  GU481079c  I H 2008, Nigeria, Irrua (Uromi)  rekonvaleszent 
Nig05-043  GU481056  GU481057  S H 2005, Nigeria, Abakaliki  verstorben1
Nig05-SE40  GU481058  GU481059  S H 2005, Nigeria, Abakaliki  rekonvaleszent1
Nig07-05  GU481060  GU481062  S H 2007, Nigeria, Jos  verstorben1
Nig08-02  GU481063  GU481065  S H 2008, Nigeria, Abuja  verstorben1
Nig08-03  GU481066  GU481067  S H 2008, Nigeria, Abakaliki  verstorben1
Nig05-A08  HM143866   S H 2005, Nigeria, Irrua (Ekpoma)  rekonvaleszent 
Nig07-A09  HM143867   S H 2007, Nigeria, Irrua (Ekpoma)  rekonvaleszent 
Nig07-A14  HM143868   S H 2007, Nigeria, Irrua  verstorben 
Nig08-A34  HM143870   S H 2008, Nigeria, Irrua (Irrua)  rekonvaleszent 
Nig08-A40  HM143871   S H 2008, Nigeria, Irrua (Uromi)  rekonvaleszent 
Nig08-A45  HM143872   S H 2008, Nigeria, Irrua (Ekpoma)  verstorben 
Nig08-A53  HM143873   S H 2008, Nigeria, Irrua (Iruekpen) verstorben 
Nig08-A55  HM143874   S H 2008, Nigeria, Irrua (Irrua)  rekonvaleszent 
Nig08-A57  HM143875   S H 2008, Nigeria, Irrua (Lokoja)  rekonvaleszent 
Nig08-A61  HM143876   S H 2008, Nigeria, Irrua (Irrua)  rekonvaleszent 
Nig08-A64  HM143877   S H 2008, Nigeria, Irrua (Ekpoma)  verstorben 
Nig08-A72  HM143878   S H 2008, Nigeria, Irrua (Uromi)  rekonvaleszent 
Nig07-A76  HM143879   S H 2007, Nigeria, Irrua (Uromi)  rekonvaleszent 
Nig08-A77  HM143880   S H 2008, Nigeria, Irrua (Ekpoma)  rekonvaleszent 
Nig08-A80  HM143881   S H 2008, Nigeria, Irrua (Otu) verstorben 
BA366  GU830839c  GU979513c  I R 2003, Guinea, Bantou  NZ2
GP = Glykoproteingen; NP = Nukleoproteingen; L = L-Gen; I = Zellkulturisolat; S = Serum; H = 
humane Probe; R = Rodentia-Probe; NZ = nicht zutreffend 
a Genbanknummer 
b Behandlungsort (Herkunftsort des Patienten) 
c vollständige Gensequenz 
1(Ehichioya et al., 2010) 
2(Lecompte et al., 2006) 
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Abbildung 13 (vorherige Seite): Phylogenetische Analyse von Lassa-Virus basierend auf den 
vollständigen Gensequenzen. Die gezeigten Stammbäume wurden mit der BEAST-Software ermittelt 
und mit der Maximum-Likelihood-Analyse mit der Software PhyML überprüft (nicht gezeigt). Die 
Zahlen vor dem Schrägstrich geben die a-posteriori Wahrscheinlichkeit der bayesschen Analyse an 
und die Zahlen hinter dem Schrägstrich die Bootstrap-Werte der Maximum-Likelihood-Analyse. Die 
beiden Methoden ergeben die gleiche Baumtopologie und stimmen im Wesentlichen in der Stärke der 
statistischen Unterstützung überein. 
3.3.3 Phylogenetische Analyse der partiellen Gensequenzen 
Aufgrund der Vielzahl verfügbarer Sequenzen wurden die Analysen nur für Lassa-
Virus Stämme durchgeführt. Auch hier zeigt sich im Wesentlichen die Topologie der 
Vollsequenzanalyse mit einem kleinen Unterschied. Beim GP-Stammbaum liegt jetzt 
auch hier die Linie I basal und nicht wie beim Stammbaum der vollständigen 
Sequenzen mit Linie II vertauscht. Dieses könnte daran liegen, dass einmal andere 
Altweltarenaviren in die Analyse einbezogen waren und einmal nicht. Die Topologie 
der Stammbäume für das NP- und L-Gen war unverändert, egal ob andere Spezies 
der Arenaviren einbezogen wurden oder nicht.  
Zu allen partiellen Sequenzen war das Datum der Probennahme bekannt. Aus 
diesem Grund konnte eine zeitliche Analyse der Lassa-Virus Evolution durchgeführt 
werden. Es wurde angenommen, dass die Lassa-Virus Evolution nach den Gesetzen 
einer molekularen Uhr abläuft, also die Anhäufung genetischer Unterschiede relativ 
konstant über die Zeit ist. Damit ist das Maß der genetischen Distanz ein Maß für die 
Zeit, und durch Errechnung der Substitutionsrate und Kalibrierung über bekannte 
Zeitpunkte (die Zeitpunkte der Probennahme) konnte der Lassa-Virus Entwicklung 
ein zeitlicher Rahmen gegeben werden.  
Die errechneten Substitutionsraten unterscheiden sich zwischen den Genen und 
liegen bei 6,7 x 10-4 (NP), 7 x 10-4 (L) und 1,76 x 10-3 (GPC) Austauschen pro 
Position pro Jahr. Daraus ergeben sich die Zeitpunkte der letzten gemeinsamen 
Vorfahren der einzelnen Lassa-Virus Linien. Tabelle 10 gibt einen Überblick über 
wichtige Zeitpunkte in der Lassa-Virus Evolution. Es ist erkennbar, dass sich die 
Zeiten unterscheiden, je nachdem, welches Gen betrachtet wird. Die Abweichungen 
spielen sich jedoch alle innerhalb einer Größenordnung ab. Auch bringt die 
Verwendung abweichender a-priori Annahmen keine wesentliche Änderung. So hat 
die Annahme einer konstanten Population, eines exponentiellen Wachstums oder die 
Herleitung eines Populationsmodells aus den Daten („Bayesian Skyline“) keinen 
wesentlichen Einfluss auf die Zeitschätzung (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 14: Lassa-Virus Stammbaum ermittelt auf Basis der partiellen Sequenz des GPC-
Gens. Die römischen Zahlen entsprechen der genetischen Linie und die Großbuchstaben dienen 
als Referenz für die Zeitschätzung in Tabelle 10. Die Skala gibt die zeitliche Entwicklung in 
Jahren vor heute wieder. 
A
B
C
D
GPC, partial 
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Abbildung 15: Lassa-Virus Stammbaum ermittelt auf Basis der partiellen Sequenz des 
NP-Gens. Die römischen Zahlen entsprechen der genetischen Linie und die 
Großbuchstaben dienen als Referenz für die Zeitschätzung in Tabelle 10. Die Skala gibt 
die zeitliche Entwicklung in Jahren vor heute wieder.
A
B
C
D
NP, partial 
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Tabelle 10: Zeitpunkte wichtiger Ereignisse in der Lassa-Virus Evolution. Die Zeiten in Jahren wurden 
mit der BEAST-Software unter Annahme einer exponentiellen Populationsentwicklung ermittelt. 
   Jahre seit letztem gemeinsamen Vorfahren im Mittel (95% HPW) 
Gen Anzahl Taxa NT 
Lassa-Virus 
Verzweigung 
Aa
Linie II 
Verzweigung 
Ba
Linie III 
Verzweigung 
Ca
Linie IV 
Verzweigung 
Da
GP 82 237 328 (209-511) 
92 
(57-142) 
180 
(119-277) 
132 
(84-210) 
NP 99 631 734 (526-1015) 
226 
(167-305) 
438 
(309-612) 
330 
(243-454) 
L 34 342 550 (229-1301)b
182 
(82-414) 
275 
(108-656) 
280 
(130-662) 
NT = Nukleotide; 95% HPW = höchste a-posteriori Wahrscheinlichkeit 
a Die Verzweigungen sind in Abbildung 14 bis Abbildung 16 mit entsprechendem Buchstaben 
gekennzeichnet. 
b keine Informationen zu Linie I in der Analyse enthalten. 
A 
B 
C
D 
L, partial 
Abbildung 16: Lassa-Virus Stammbaum ermittelt auf Basis der partiellen Sequenz des L-Gens. Die 
römischen Zahlen entsprechen der genetischen Linie und die Großbuchstaben dienen als Referenz 
für die Zeitschätzung in Tabelle 10. Die Skala gibt die zeitliche Entwicklung in Jahren vor heute 
wieder.
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3.3.4 Geographische Betrachtung der Lassa-Virus Diversifikation 
Die gängige Hypothese zur geographischen Lassa-Virus Evolution lautet, dass sich 
das Virus von Ost nach West innerhalb Westafrikas verbreitet hat. Die in dieser 
Arbeit erstellten phylogenetischen Analysen stützen diese Annahme. Die 
Reihenfolge der Entstehung der Linien, ausgehend von der basalen Linie I, die in 
Nordwestnigeria entdeckt wurde, über Linien II und III, die beide in Nigeria kursieren 
bis zu Linie IV, die Isolate aus der Elfenbeinküste, Mali, Liberia, Sierra-Leone und 
Guinea enthält, legt nahe, dass das Lassa-Virus von Ost nach West innerhalb 
Westafrikas vorgedrungen ist. Sogar die Reihenfolge der Abspaltungen innerhalb 
Linie IV deutet auf diese Entwicklungsrichtung hin. Zunächst hat sich die Sublinie der 
Elfenbeinküste und Malis abgespaltet. Später erst die Sublinien weiter westlich in 
Liberia, Guinea und Sierra-Leone, wobei die Entstehungsgeschichte innerhalb und 
zwischen diesen drei Ländern nicht ganz klar ist, was wahrscheinlich aus der engen 
Verwandtschaft und der Herkunft der Proben aus Grenzgebieten resultiert.  
Innerhalb Nigerias ergibt sich durch die verfügbaren genauen Herkunftsdaten der 
Proben ein detailliertes Bild (Abbildung 17). Die Linie I, die in Nordwestnigeria in der 
Stadt Lassa zuerst aufgetaucht ist, steht basal im Stammbaum. Die Stämme der 
Linie II haben sich vermutlich von Südost (Owerri) nach Nordwest (Irrua) 
ausgebreitet. Die Stämme der Linie III teilen sich in zwei Sub-Linien auf. Die eine 
kursiert nur in der Gegend um die Stadt Jos, die andere zirkuliert in einem weiteren 
Umfeld (Vom, Zaria, Abuja).  
Abbildung 17: Geographische Analyse der Lassa-Virus Evolution innerhalb Nigerias. Die mögliche 
Entwicklungsrichtung der Linien II und III sind durch gestrichelte Pfeile gekennzeichnet. Das 
Fragezeichen markiert den Stamm Nig05-A08, von dem leider nur eine partielle GPC-Sequenz zur 
Verfügung steht. Dieser Stamm stellt den ersten Vertreter einer neuen Lassa-Virus Linie oder 
zumindest einer Sublinie in Linie I dar.  
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3.3.5 Beschreibung einer putativ neuen Lassa-Virus Linie 
Ein Stamm (Nig05-A08, Genbank HM143866) nimmt eine gewisse Sonderrolle in der 
Phylogenie ein. Die Sequenz, die leider nur teilweise für das GPC-Gen gelöst 
werden konnte, hat die größte Ähnlichkeit mit Lassa-Virus LP, dem bislang einzigen 
Mitglied der Linie I. Dieser ursprüngliche Lassa-Virus Stamm wurde vermutlich in der 
Gegend um die Stadt Lassa auf den Menschen übertragen. Nig05-A08 stammt 
hingegen aus einem Patienten aus Ekpoma, der in Irrua behandelt wurde. In dieser 
Gegend wurden bislang nur Stämme der Linie II gefunden.  
Die genetischen Ähnlichkeiten (Tabelle 11) zeigen, dass die Zugehörigkeit des 
neuen Stammes zur Linie I unklar ist. Die genetische Distanz (p-Distanz) innerhalb 
Linie I (0,229) wäre dann mit Abstand die höchste innerhalb einer Linie und fast so 
hoch, wie die Distanz zwischen den Linien (z.B. Linie IV zu III 0,245). 
Tabelle 11: Genetische Distanzen auf Nukleotidebene der partiellen GPC-Sequenz zwischen den 
verschiedenen Lassa-Virus Linien und innerhalb der jeweiligen Linie. Linie I beinhalten die Stämme 
Nig05-A08 und LP. Berechnet mit der MEGA 5 Software. 
  
Interliniendistanz 
(p-Distanz) 
Intraliniendistanz 
(p-Distanz) Linie I Linie II Linie III Linie IV 
Linie I  0,229 - 0,279 0,278 0,262 
Linie II 0,105 - - 0,278 0,260 
Linie III 0,176 - - - 0,245 
Linie IV 0,149 - - - - 
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4 Diskussion 
Lassa-Fieber ist eine schwerwiegende Erkrankung des Menschen. Vieles macht den 
Umgang mit der Erkrankung schwierig. Erstens ist es eine Herausforderung, eine 
sichere Diagnose zu stellen, zweitens sind die Behandlungsmöglichkeiten 
eingeschränkt, drittens existiert keine Impfung und viertens ist wenig über die 
Ökologie und Evolution des Virus bekannt. Durch diese Arbeit sollten die 
Möglichkeiten für den Umgang mit der Erkrankung verbessert werden. Die 
Diagnostik sollte verbessert, die Behandlungsmöglichkeiten erweitert, bestehende 
Therapien besser verstanden und die Evolution und Verbreitung des Virus untersucht 
werden. 
4.1 Lassa-Virus Diagnostik 
Im Bereich der Lassa-Virus Diagnostik ist in der Vergangenheit bereits viel publiziert 
worden. Zunächst wurde Lassa-Virus in Zellkultur isoliert (Buckley et al., 1970; 
Monath und Casals, 1975; Wulff et al., 1975). Eine Methode, die auch heute noch 
Verwendung findet, jedoch abhängig von der Verfügbarkeit eines 
Hochsicherheitslabors der Schutzstufe 4 ist. Durch die notwendige Zeit (Tage bis 
Wochen) bis zur Isolierung und dem dann folgenden Nachweis durch indirekte 
Immunfluoreszenz von Virusantigen in den Zellen, eignet sich die Virusisolierung 
jedoch nicht für die schnelle Diagnose. 
Serologie ist ebenfalls eine Möglichkeit, Lassa-Fieber zu diagnostizieren. Der 
Nachweis von Patientenantikörper gegen Lassa-Virus kann zum Beispiel über 
Komplementbindungsreaktion, indirekte Immunfluoreszenz (Wulff und Lange, 1975) 
oder auch ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) (Jahrling et al., 1985; 
Schmitz und Wolf, 1986) erfolgen. Ersteres wurde bereits kurz nach Entdeckung von 
Lassa-Virus als insensitives Nachweissystem charakterisiert (Monath und Casals, 
1975; Emmerich et al., 2006). Die indirekte Immunfluoreszenz wird noch heute auch 
am BNI verwendet, hat aber den Nachteil, dass ein Labor der Schutzstufe 4 zur 
Verfügung stehen muss. Das gilt im Wesentlichen auch für den ELISA, jedoch ist es 
möglich, diesen mit rekombinant hergestelltem Antigen durchzuführen und dann den 
kompletten Test außerhalb des Stufe-4 Labors herstellen zu können (Saijo et al., 
2007; Branco et al., 2008). 
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Der direkte Nachweis von Lassa-Virus Antigen ist schneller als die Virusisolierung, 
jedoch sind die entwickelten Test nicht immer sehr sensitiv und benötigen folglich 
hohe Virustiter im Patientenserum für positive Ergebnisse (Niklasson et al., 1984; 
Bausch et al., 2000). 
Sensitiver ist die PCR. Schon 1990 wurde eine PCR-basierte Methode zur Lassa-
Virus Detektion entwickelt (Lunkenheimer et al., 1990), die Bereiche des S-
Segmentes amplifiziert. 1994 wurde schließlich von Demby et al. (Demby et al., 
1994) eine RT-PCR entwickelt, die den 5’-Bereich des S-Segmentes und das GPC-
Gen zum Ziel hat, eine sehr gute Sensitivität aufweist und weltweit in vielen Laboren 
zur Lassa-Virus Diagnostik eingesetzt wurde und auch heute noch wird. Diese 
Methode wurde in dieser Arbeit als GPC RT-PCR/1994 bezeichnet. Beide genannten 
PCR-Methoden wurden auf der Basis der Sequenz von Lassa-Virus Josiah 
entwickelt, dem wohl am häufigsten verwendeten Laborstamm. Die GPC RT-
PCR/1994 wurde sogar als Grundlage verwendet, um eine SYBR®-Green real-time
RT-PCR für die Diagnostik aufzubauen (Drosten et al., 2002). Auch andere Gene 
des Lassa-Virus wurden zum Aufbau von RT-PCR Systemen genutzt. Eine zielt auf 
das L-Gen und ist in der Lage, neben Lassa-Virus auch andere Altweltarenaviren zu 
detektieren (Vieth et al., 2007). 
Die GPC RT-PCR/1994 wurde auch in der Diagnostik des BNI verwendet. Ab Ende 
2004 bekam das BNI über die UN-Mission in Liberia Proben von Lassa-Fieber 
Verdachtsfällen zur Labordiagnostik zugesandt. Es wurden parallel die RT-PCR und 
die Virusisolierung angesetzt und IgG- und IgM-Titer gegen Lassa-Virus serologisch 
getestet. Dabei zeigte sich, dass bei einigen Proben eine Virusisolierung in Zellkultur 
gelang, die GPC RT-PCR/1994 von Demby et al. jedoch negativ blieb (Panning et 
al., 2010). Aus den Virusanzuchten konnten schließlich Sequenzen generiert werden, 
die den Zielbereich der GPC RT-PCR/1994 einschlossen. Diese zeigten mehrere 
Austausche vom Rückwärtsprimer der GPC RT-PCR/1994 zum Zielbereich dieser 
Stämme. So konnte das Versagen erklärt werden. 
Bereits 2001 konnte ein Lassa-Virus mit der GPC RT-PCR/1994 im Serum nicht 
detektiert werden (Gunther et al., 2001). Zusammengenommen ergab das den 
dringenden Anlass, die als sicher geglaubte Methodik zu überarbeiten. Die in dieser 
Arbeit beschriebene GPC RT-PCR/2007 hat gegenüber dem bislang beschriebenen 
Protokoll den Vorteil einer breiten Spezifität gegenüber verschiedenen Lassa-Virus 
Stämmen, da für die Entwicklung eine wesentlich größere Informationsmenge 
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vorhanden war. Auch ist sie sensitiver als die publizierte L-Gen RT-PCR. Der 
Vergleich dieser beiden Protokolle war zwar nicht Gegenstand dieser Arbeit, 
Ergebnisse paralleler Testungen von Proben im Diagnostiklabor des BNI zeigten 
jedoch, dass viele Proben mit der L-Gen PCR nicht positiv getestet wurden, die mit 
der GPC RT-PCR/2007 positiv waren und durch Sequenzierung bestätigt wurden. 
Die neue GPC RT-PCR/2007 eignet sich deshalb besser für die Lassa-Virus-
spezifische Akutdiagnostik, während der Einsatzbereich der L-Gen RT-PCR bei der 
Diagnostik von LCMV oder der Testung von Nagern auf neue und bekannte 
Altweltarenaviren liegt (Vieth et al., 2007).  
Die GPC RT-PCR/2007 ist mittlerweile im PCR-Diagnostiklabor des BNI das 
Standardprotokoll zur Diagnostik von Lassa-Virus Verdachtsfällen. Die PCR ist 
ebenfalls im PCR-Labor des Irrua Specialist Teaching Hospital, Edo State, Nigeria im 
Einsatz. Es ist das einzige Labor in Nigeria, das Labordiagnostik für Lassa-Fieber 
Verdachtsfälle im Endemiegebiet durchführen kann.  
Grundsätzlich wird die Verwendung von real-time RT-PCR aus verschiedenen 
Gründen der Nutzung von Agarosegel-basierter RT-PCR vorgezogen. Ein Problem 
bei der PCR-Diagnostik ist die Kontamination von Probe zu Probe, die zu falsch-
positiven Ergebnissen führt (Borst et al., 2004; Yang und Rothman, 2004). Dieses 
Risiko wird bei der real-time RT-PCR minimiert, da das Probengefäß für die Analyse 
nicht mehr geöffnet werden muss. Auch wird die Spezifität erhöht. Unspezifische 
Amplifikate können Nebenbanden im Gel verursachen, die fälschlicherweise als 
Virus-spezifisch interpretiert werden könnten. Bei der Neuentwicklung der GPC RT-
PCR/2007 wurde ein Augenmerk darauf gelegt, dass die Entstehung von 
Nebenbanden seltener als bei der GPC RT-PCR/1994 ist. Trotzdem ist dies nicht 
gänzlich vermeidbar. Durch die sequenzspezifische Detektion mittels Sonde wird 
dieses Problem umgangen. Es wurde intensiv geprüft, ob die Entwicklung einer real-
time RT-PCR für Lassa-Virus möglich sei, wie sie für andere VHF-Erreger kürzlich 
entwickelt wurde (Panning et al., 2007; Wolfel et al., 2007). Jedoch zeigte sich, dass 
die Sequenzvariabilität von Lassa-Virus zu groß ist, um einen Test zu entwickeln, der 
zuverlässig genug ist, alle bekannten und damit auch unbekannten Stämme zu 
detektieren. Die Gefahr von falsch-negativen Ergebnissen ist zu groß. Aus diesem 
Grund wurde das Makroarraysystems für den Nachweis von PCR-Produkten 
entwickelt. Das Arraysystem ermöglicht die Verwendung von viel mehr Sonden als in 
der real-time RT-PCR. Diese Methode wird schon für die Detektion von Amplifikaten 
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von z.B. CCHFV (Wolfel et al., 2009) und Coronaviridae (de Souza Luna et al., 2007) 
verwendet. Zwar muss auch hier zur Detektion das Reaktionsgefäß geöffnet werden 
und die Kontaminationsgefahr wird nicht reduziert, jedoch stören unspezifische 
Nebenprodukte die Detektion nicht mehr, da nur Amplifikate binden, die einer Lassa-
Virus Sequenz entsprechen.  
Diese Detektionsmethode erleichtert auch die Integration einer internen 
Amplifikationskontrolle. Durch die zusätzlichen Primer in der Reaktion erhöht sich die 
Wahrscheinlichkeit dafür, dass unspezifische Amplifikate entstehen. Bei Detektion im 
Agarosegel käme es also häufiger zu Problemen bei der Ergebnisbeurteilung. Durch 
die Sequenzspezifität des Arrays wird dieses Problem aber umgangen. Die interne 
Amplifikationskontrolle erhöht die Zuverlässigkeit des Tests. Das Problem der PCR-
Inhibition ist speziell bei Serumproben von Kranken groß. Zum Beispiel kommt es 
durch Hämolyse (häufig bei Hepatitiden und VHF) zur erhöhten Hämkonzentration, 
die mit der Magnesiumkonzentration in der PCR interferieren können. Ein negatives 
Ergebnis, das nicht kontrolliert ist, birgt also immer die Gefahr, dass es aufgrund von 
Inhibition zustande gekommen sein könnte (Burkardt, 2000). Durch die interne 
Amplifikationskontrolle bietet sich die Möglichkeit, negative Ergebnisse in dieser 
Hinsicht verlässlich beurteilen zu können. Die „Richtlinie der Bundesärztekammer zur 
Qualitätssicherung laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen“ (2008) wird aktuell 
dahingehend überarbeitet, dass der Nachweis von Krankheitserregern per PCR nur 
noch sequenzspezifisch erfolgen darf und nicht mehr rein durch Begutachten der 
Amplikongröße im Agarosegel. Der Makroarray-Test würde dieses leisten, die 
Geldetektion müsste zusätzlich durch kosten- und arbeitsaufwendige Sequenzierung 
verifiziert werden. 
4.2 Screening potentiell antiviraler Stoffe 
Das Screening nach antiviralen Substanzen gegen Lassa-Virus, Zaire Ebolavirus und 
Krim-Kongo Hämorrhagisches Fieber Virus war ohne nennenswerte Erfolge. Die 
getesteten Substanzen zeigten keine oder nur geringe antivirale Aktivität oder waren 
zytotoxisch. 
Ein richtiges Hochdurchsatzscreening mit mehreren zehntausend Testsubstanzen, 
wie sonst bei der Suche nach neuen Medikamenten üblich, war logistisch im 
Hochsicherheitslabor nicht durchzuführen. Auch stehen in unserem Labor keine in 
vitro Systeme zur Verfügung, die die Hemmung von Ebolavirus- oder CCHFV-
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Replikation außerhalb des Stufe 4 Labors messen können. Für Lassa-Virus existiert 
zwar ein Replikonsystem, das auch außerhalb des Stufe 4 Labors Untersuchungen 
zur Replikation und Transkription von Lassa-Virus zulässt, dieses beruht jedoch auf 
der Aktivität der T7 Polymerase und erfordert transiente Transfektion von Zellen 
(Hass et al., 2004). Dadurch ist es anfällig gegenüber Stoffen, die auch die T7-
Polymerase hemmen und erfordert einen hohen Kosten- und Arbeitsaufwand durch 
die Notwendigkeit der transienten Transfektion. Ein stabiles Replikonsystem, wie es 
zum Beispiel für HCV verfügbar ist (Lohmann et al., 1999), soll in Zukunft auch für 
Lassa-Virus entwickelt werden. Dieses würde ein zellbasiertes Screening außerhalb 
des Sicherheitslabors der Stufe 4 deutlich erleichtern. 
Die zugelassenen antiviralen Substanzen sollten getestet werden, weil ein positives 
Ergebnis mit einem dieser Stoffe zu einer sofortigen Behandlungsmöglichkeit geführt 
hätte. Diese Stoffe sind aktuell gegen Herpesvirusinfektionen, gegen Hepadnaviren 
oder Retroviren im Einsatz (Mathe und Gosselin, 2006). Bei einigen Medikamenten 
(z.B. Ganciclovir), die gegen Herpesviren aktiv sind, ist das eigentliche Zielenzym 
nicht die Polymerase selbst, sondern die viruseigene Thymidinkinase (Ashton et al., 
1982). Das Zielenzym bei Retroviren und Hepadnaviren ist die Reverse 
Transkriptase, die RNA in DNA umschreibt (Suo und Johnson, 1998). Lassa-Virus, 
CCHFV und ZEBOV replizieren nur über RNA, haben weder die Thymidinkinase 
noch eine Reverse Transkriptase. Dies könnte der Grund dafür sein, dass die 
getesteten zugelassenen Substanzen nicht aktiv waren. 
Ähnlich ist es bei den cycloSal-Nukleotiden. Diese sind Abkömmlinge der 
zugelassenen Substanzen. Sie sind jedoch monophosphoryliert und haben eine 
chemische Schutzgruppe, um die Ladung der Phosphatgruppe abzudecken. Dadurch 
wird die Membrangängigkeit erhöht (Meier und Balzarini, 2006). Leider konnte 
Ribavirin nicht als cycloSal-Verbindung synthetisiert und gegen ZEBOV, LASV und 
CCHFV getestet werden. Interessant wäre gewesen, ob die bekannte Wirkung von 
Ribavirin in Zellkultur gegen CCHFV und LASV durch die Gabe als Monophosphat 
hätte verbessert werden können. Einige cycloSal-Verbindungen hatten eine höhere 
Toxizität als die meisten anderen Nukleosidanaloga (Abbildung 18, CS-12, -17, -19, -
22). Diese Beobachtung wurde schon von Sauerbrei et al. gemacht (Sauerbrei et al., 
2005) und könnte damit zusammenhängen, dass die aktive, monophosphorylierte 
Form direkt in die Zellen gelangt. Dadurch könnten sie schneller zytopathisch 
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wirksam sein und müssten nicht zunächst phosphoryliert werden, was den 
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt. 
Die L-Nukleoside sind eine Stoffgruppe, aus denen in der Vergangenheit erfolgreiche 
Medikamente hervorgegangen sind (z.B. Lamivudin) (Gumina et al., 2001). Sie sind 
weniger toxisch als ihre Enantiomere in D-Form und haben deshalb einen besseren 
therapeutischen Index (Mathe und Gosselin, 2006). Die Wirkweise von L-
Nukleosiden entspricht grundsätzlich der von D-Nukleosidanaloga. Zum Beispiel wird 
die Elongation des naszierenden Stranges unterbrochen (Balzarini et al., 1991). Die 
L-Nukleoside haben gegen ZEBOV, LASV und CCHFV keine Wirkung gezeigt. Auch 
in diesem Fall könnte es an der Andersartigkeit von RNA-abhängigen RNA-
Polymerasen verglichen mit Reversen Transkriptasen liegen.  
Proteasominhibitoren wurden bereits auf ihre inhibitorische Wirkung gegenüber Viren 
getestet (Kaspari et al., 2008; Lupfer und Pastey, 2010). In unseren 
Zellkulturexperimenten konnten wir keine starke inhibitorische Wirkung auf das 
Viruswachstum feststellen, ohne dass gleichzeitig das Zellwachstum inhibiert war. 
Wie sich in einer kürzlich publizierten Studie gezeigt hat, kann eine Hemmung von 
Influenzavirus im Tiermodell durch Proteasominhibitoren erzielt werden, obwohl 
diese Viren in Zellkultur nicht durch die gleichen Stoffe inhibiert werden kann. Hier 
spielen Proteasominhibitoren wohl eher eine Rolle bei der Etablierung eines 
antiviralen Zustands in der Zelle (Dudek et al., 2010). Es ist also durchaus möglich, 
dass auch die drei hier getesteten Viren durch Proteasominhibitoren im Tiermodell 
inhibiert werden würden, obwohl dafür kein Hinweis durch das Zellkulturscreening 
vorliegt. Mittlerweile existiert zumindest ein Tiermodell, in dem antivirale Substanzen 
gegen Lassa-Virus auch in Mäusen getestet werden können (Flatz et al., 2010).  
4.3 Wirkmechanismus von Ribavirin 
Einige weitere Chemotherepeutika wurden in den letzten Jahren gegen Viren 
getestet und zeigten in Zellkultur oder auch im Tiermodell bereits Wirksamkeit. 
Beispiele dafür sind T-705 gegen Influenzavirus, Arenaviridae und Bunyaviridae
(Furuta et al., 2005; Gowen et al., 2007), ST-294 gegen Neuweltarenaviren (York et 
al., 2008) oder FGI-103 gegen Filoviridae (Warren et al., 2010). Trotzdem bleibt 
Ribavirin weiterhin das einzige Medikament, das gegen Lassa-Virus klinisch 
eingesetzt werden kann (Bausch et al., 2010). Die in dieser Arbeit gewonnenen 
Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die indirekte Hemmung des Viruswachstums 
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durch GTP-Depletion in der Zelle über die Hemmung der Inosinmonophosphat 
Dehydrogenase nicht der Hauptmechanismus der Hemmung von Lassa-Virus ist. So 
war Ribavirin weiterhin wirksam nach Guanosinzugabe, während die Wirkung von 
EICAR und MPA aufgehoben wurde, sobald Guanosin zugegeben wurde. Dieses 
deutet darauf hin, dass die Wirkung dieser zwei Stoffe ausschließlich durch Inhibition 
der IMPDH vermittelt wird. Die bei Lassa-Virus beobachteten Effekte wurden mit 
Mopeia-Virus reproduziert. Das ist ein Indiz dafür, dass die Inhibition verwandter 
Arenaviren durch Ribavirin auf ähnliche Weise vermittelt wird. Ein nicht vollständig 
erklärbarer Effekt trat auf, wenn EICAR zusammen mit steigenden Konzentrationen 
an Guanosin gegen Lassa-Virus und Mopeia-Virus eingesetzt wurde. Die Hemmung 
wurde teilweise wieder hergestellt. EICAR ist - wie andere Nukleosidanaloga - nur 
nach Phosphorylierung aktiv. Es kann spekuliert werden, ob zum Beispiel die 
Phosphorylierungsrate von Nukleosiden in den Zellen erhöht wird, wenn Guanosin 
zusätzlich in der Zelle vorliegt. Dadurch wäre auch die Phosphorylierungsrate von 
EICAR erhöht und der Anteil der aktiven Form wäre erhöht.  
Die Hemmung von Zaire Ebolavirus durch MPA und EICAR ausschließlich durch 
GTP-Depletion hervorgerufen und basiert bei Ribavirin vermutlich zum größten Teil 
darauf. Dieser Befund ist interessant im Kontext der klinischen Wirksamkeit. Ribavirin 
ist effektiv einsetzbar gegen Lassa-Virus Infektionen (Stephen und Jahrling, 1979; 
McCormick et al., 1986) jedoch nicht gegen Ebolafieber und wird nicht für dessen 
Behandlung empfohlen (Bossi et al., 2004).  
Der Mechanismus der Error-Katastrophe, der als möglicher Weg der Hemmung für 
Poliovirus durch Ribavirin beschrieben wurde, konnte experimentell für das 
Lymphozytäre Choriomeningitis Virus (LCMV), einem nahen Verwandten von Lassa-
Virus, nicht gezeigt werden (Ruiz-Jarabo et al., 2003). Aufgrund der großen 
Ähnlichkeit der Polymerasen der beiden Viren kann geschlussfolgert werden, dass 
eine erhöhte Mutationsrate auch beim Lassa-Virus nicht der Grund für die Sensitivität 
gegenüber Ribavirin ist.  
Welcher Wirkmechanismus für die Effektivität in der Lassa-Fieber Therapie 
verantwortlich ist, kann noch nicht abschließend geklärt werden. Die Hypothese 
lautet jedoch nach dieser Arbeit, dass die Hemmung über eine allosterische oder 
kompetitive Hemmung des Lassa-Virus L-Proteins erfolgt. Dieses könnte entweder 
durch eine Inhibition der Polymeraseaktivität (Hass et al., 2008) oder der 
Endonukleaseaktivität (Lelke et al., 2010; Morin et al., 2010) im L-Protein erfolgen. 
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Es existieren leider bislang keine in vitro Systeme, um diese beiden Aktivitäten zu 
testen und eine direkte Inhibition nachzuweisen oder auszuschließen.  
Die Frage ist, ob grundsätzlich die Wirkung über IMPDH-Inhibition ausreichend stark 
sein kann, damit ein Medikament in vivo antiviral wirksam ist. Im Fall vom Humanen 
Respiratorischen Synzytien Virus (hRSV) scheint die Wirkung von Ribavirin 
hauptsächlich auf der GTP-Depletion zu beruhen (Leyssen et al., 2005). Studien 
zeigten hier eine Wirksamkeit bei Behandlung von Patienten (Hall et al., 1983). Nach 
späteren Meta-Analysen wurde jedoch die Wirksamkeit bei der Behandlung 
angezweifelt (Randolph und Wang, 1996). Auch das Robert-Koch-Institut empfiehlt 
Ribavirin nicht mehr zur Behandlung von RSV-Infektionen (Simon, 2004). Es könnte 
sein, dass nur im Falle einer direkten Hemmung von Virusenzymen eine Behandlung 
mit Ribavirin erfolgversprechend ist. Dieses würde im Umkehrschluss auch 
bedeuten, dass eine Therapie mit anderen IMPDH-Inhibitoren (MPA oder EICAR) 
nicht erfolgversprechend wäre. In der Tat könnten die immunsuppressiven 
Eigenschaften Nachteile für den Patienten bringen (Allison und Eugui, 1994). 
Immunsuppression könnte andererseits jedoch auch positive Effekte für den 
Krankheitsverlauf haben. Lassa-Virus, Ebolavirus und CCHFV sind nicht lytisch. 
Viele Krankheitssymptome kommen wahrscheinlich erst durch Zutun des 
Immunsystems zustande. Ein Beispiel liefert hierfür das Tiermodell des Lassa-
Fiebers in HHD Mäusen (Flatz et al., 2010). Nach Depletion von CD4+ und CD8+ T-
Zellen können hohe Virentiter gemessen werden, jedoch treten keine 
Krankheitssymptome mehr auf. So lange die Pathogenese des Lassa- und 
Ebolafiebers jedoch nicht geklärt ist, kann nur spekuliert werden, welchen Einfluss 
eine Immunsuppression auf den Krankheitsverlauf hätte. 
4.4 Lassa-Virus Phylogenie 
Die Phylogenie des Lassa-Virus und der Arenaviren war in den letzten Jahren schon 
mehrfach Gegenstand von Untersuchungen. Eine der umfangreichsten Studien 
(Bowen et al., 2000) hat erstmals Lassa-Virus Stämme in vier genetische Linien 
unterteilt. In früheren Arbeiten wurde Co-Divergenz zwischen Arenaviren und ihren 
natürlichen Wirten als die treibende Kraft der Diversifikation im Laufe der Evolution 
vorgeschlagen (Bowen et al., 1997). In einer jüngeren Studie wurde der Zeitraum der 
Evolution vom Lymphozytären Choriomeningitis Virus genauer untersucht und auf 
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wenige tausend Jahre errechnet (Albarino et al., 2010), was mit der Co-
Evolutionstheorie nicht vereinbar ist. 
In dieser Arbeit wurde die Einteilung in vier genetische Linien bestätigt. Wie auch 
Bowen et al. (2000) zeigen konnten, repräsentieren die genetischen Linien 
geographische Gruppierungen der Lassa-Virus Stämme. Sowohl Westafrika als auch 
Nigeria separat betrachtend, zirkulieren die genetischen Linien in bestimmten 
Regionen. Allein die Linie I, zu der leider auch die wenigsten Sequenzen vorliegen, 
scheint hier eine Ausnahme darzustellen. Die GPC-Sequenz von Nig05-A08, die aus 
einer Probe gewonnen wurde, die von einem Patienten aus Ekpoma, Edo State, 
stammt, ist enger mit der ursprünglichen Sequenz des LP Stammes aus dem 
Nordosten des Landes verwandt, als mit den Stämmen der Linie II, die eigentlich in 
Edo State und Südnigeria zirkulieren. Laut Patientenakte lag keine Reise in den 
Nordosten des Landes vor. Besteht die Annahme, dass sich der Patient mit dem 
Stamm Nig05-A08 also in Ekpoma infiziert hat, muss davon ausgegangen werden, 
dass es durchaus regional zu überlappender Verbreitung von genetischen Linien 
kommen kann. Auch möglich ist, dass unweit von Edo State Richtung Nordosten die 
Grenze zwischen den Verbreitungsgebieten der Linien II und I liegt. Die genetische 
Distanz innerhalb von Linie I ist sehr groß im Vergleich zu den anderen Linien. Es ist 
durchaus möglich, dass im Osten des Landes im Grenzgebiet zu Kamerun eine 
weitere Linie oder Sub-Linie zirkuliert, die den Übergang von Linie I zu Linie II 
darstellt. Dass in Ostnigeria Lassa-Virus endemisch ist, wird durch eine kürzlich 
erschienene Studie gestützt, die anhand von klimatischen Daten und zusätzlich 
basierend auf Seroprävalenzraten in der Bevölkerung eine Risikoeinteilung 
Westafrikas nach der Wahrscheinlichkeit des Vorkommens von Lassa-Virus 
vorgenommen hat (Fichet-Calvet und Rogers, 2009). 
In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls eine zeitliche Analyse der Lassa-Virus 
Evolution durchgeführt. Die mittels bayesschen Methoden durchgeführten Analysen 
ergaben ein Alter von nur 730 bis 330 Jahren für die Existenz des letzten 
gemeinsamen Vorfahrens der heute vorkommenden Lassa-Virus Stämme. Die 
Software, mit der diese Analyse durchgeführt wurde, berechnet diese Zeiten anhand 
der ermittelten Substitutionsrate. Diese liegt bei Lassa-Virus nach diesen 
Berechnungen je nach Gen zwischen 7 x 10-4 und 1,76 x 10-3 Austauschen x 
Position-1 x Jahr-1. Studien, die solche Untersuchungen für andere RNA-Viren 
durchgeführt haben, kommen auf ähnliche Raten. Bei CCHFV liegt diese zwischen 
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0,58 und 1,52 x 10-4 Austauschen x Position-1 x Jahr-1 (Carroll et al., 2010), bei 
Hantaviren sogar zwischen 10-4 und 10-2 Austauschen x Position-1 x Jahr-1 (Ramsden
et al., 2008) und bei LCMV bei 3,3 x 10-4 Austauschen x Position-1 x Jahr-1 (Albarino
et al., 2010).  
Für Hantaviren wurde - wie für Arenaviren - ebenfalls eine Co-Evolution mit dem 
natürlichen Wirt angenommen. Die Substitutionsraten müssten dann bei etwa 10-7
Austauschen x Position-1 x Jahr-1 (Hughes und Friedman, 2000) oder 10-6
Austauschen x Position-1 x Jahr-1 (Sironen et al., 2001) liegen. Die Raten, die aus den 
Sequenzdaten ermittelt wurden, sind wesentlich größer, als wenn die 
Evolutionszeitdauer der Wirte von mehreren Millionen Jahren zum Kalibrieren 
verwendet wird. Dieser Unterschied ist erheblich und lässt an der Co-
Evolutionstheorie zweifeln. Für Hantaviren wurde daher kürzlich die Co-
Evolutionstheorie abgelehnt (Ramsden et al., 2009) und nach den Daten aus der 
vorliegenden Arbeit müsste diese auch für Arenaviren abgelehnt werden. Es sollte 
jedoch bedacht werden, dass langfristige echte fossile Kalibrierungsdaten fehlen. Die 
errechneten Zeiten und Substitutionsraten basieren auf Proben, die in einer kurzen 
Zeitspanne (40 Jahre bei Lassa-Virus) entnommen wurden. Auch sind die meisten 
Proben nicht aus dem natürlichen Wirt gewonnen, sondern jeweils nach einem 
Wirtswechsel auf den Menschen. Nach solchen Wirtswechseln kann es durch  
erhöhten Selektionsdruck zu erhöhter Mutationsrate kommen (Pybus und Rambaut, 
2009). Die Bestimmung der Evolutionsrate von Lassa-Virus aus lokalen Mastomys 
natalensis Populationen über eine längere Zeitspanne hinweg könnte einen besseren 
Einblick in die Evolutionsgeschwindigkeit geben.  
Auch eine andere Studie aus unserer Arbeitsgruppe liefert Daten, die gegen eine 
strikte Co-Evolution von Arenaviren mit ihren Wirten sprechen (Coulibaly-N’Golo et 
al., unveröffentlicht). In dieser Arbeit werden neue Arenaviren beschrieben, die in 
Rodentia-Wirten in Afrika gefunden wurden. Ein Vergleich der 
Arenavirusstammbäume mit den Stammbäumen der jeweiligen Wirte lässt diverse 
Wirtswechsel in der Evolutionsgeschichte der Arenaviren vermuten. 
Die kontroverse Debatte um die Evolutionsraten und Co-Evolution mit den Wirten 
wird durch kürzlich gefundene, ins Wirtsgenom integrierte, Sequenzen von RNA-
Viren erweitert, durch die fossile Kalibrierung möglich wird. Hierdurch ergeben sich 
lange Evolutionszeiten bei Hepadnaviren von 19 Mio. Jahren (Gilbert und Feschotte, 
2010) und Filoviren von 12 bis 53 Mio. Jahren (Belyi et al., 2010; Taylor et al., 2010)]. 
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Auch für Bornaviren wurden Evolutionszeiten anhand von integrierten Sequenzen 
von etlichen Millionen Jahren errechnet (Belyi et al., 2010; Horie et al., 2010). Das 
steht im Widerspruch zu vergangenen Studien, die für Hepadnaviren eine 
Existenzdauer von 3.000-30.000 Jahren (Orito et al., 1989) und für Filoviren von 
unter 10.000 Jahren (Suzuki und Gojobori, 1997) ermittelt haben. 
Solange für Lassa-Virus und andere Viren diese fossilen Daten nicht existieren, wird 
sich die Frage nach der wirklichen Evolutionshistorie nicht abschließend beantworten 
lassen. 
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5 Zusammenfassung 
Virale hämorrhagische Fieber sind in großen Teilen der Tropen eine stetige Gefahr 
für die Gesundheit der Bevölkerung. Die Labordiagnostik nimmt hier einen hohen 
Stellenwert ein, da die Symptome dieser Krankheiten oft unspezifisch sind und bei 
vielen Krankheiten ein Auftauchen plötzlich erfolgt, ohne dass sich das Klinikpersonal 
der Gefahr bewusst ist. In dieser Arbeit wurde für eine der häufigsten und 
schwersten viralen Erkrankungen Westafrikas, das Lassa-Fieber, die 
Labordiagnostik auf den aktuellen Stand der Technik gebracht. Zuvor wurde 
festgestellt, dass bisherige Methoden unzuverlässig und unsensitiv waren. Es konnte 
erreicht werden, dass mit den neu entwickelten Techniken die Labordiagnostik für 
das Lassa-Fieber wieder zuverlässig durchgeführt werden kann. Eine Gel-basierte 
RT-PCR wurde entwickelt, optimiert und validiert. Die 95%-Nachweisgrenze für 
Lassa-Virus RNA in Serum liegt bei 1.237 RNA-Kopien/ml Probe. Mit dem neuen RT-
PCR Protokoll konnten alle getesteten Lassa-Virus Stämme detektiert werden. 
Zusätzlich zur Agarosegel-basierten Detektion wurde ein Makroarraysystem 
entwickelt, mit dem Amplifikate anhand ihrer spezifischen Sequenz detektiert werden 
können. Es ist das erste System zur sequenzspezifischen Detektion von allen Lassa-
Virus Stämmen. 
Leider stehen zur Behandlung von VHF kaum Medikamente zur Verfügung. Ribavirin 
ist das einzige Medikament, das gegen CCHFV und Lassa-Virus klinisch wirksam ist. 
Gegen Ebolavirus stehen momentan keine medikamentösen Behandlungen zur 
Verfügung. In dieser Arbeit wurde ein Screening durchgeführt, mit dem neue 
wirksame Stoffe gegen die drei genannten Viren gefunden werden sollten. Leider 
blieb dieser Versuch erfolglos und keine wirksamen Substanzen konnten identifiziert 
werden.  
Es gelang, den Wirkmechanismus von Ribavirin gegen Lassa-Virus genauer zu 
charakterisieren. Es konnte ausgeschlossen werden, dass die Inhibition von Lassa-
Virus Wachstum durch Ribavirin indirekt über die Hemmung der zellulären 
Inosinmonophosphat Dehydrogenase vermittelt wird. Damit lässt sich mit einiger 
Wahrscheinlichkeit sagen, dass eine direkte Hemmung der RNA-abhängigen RNA-
Polymerase von Lassa-Virus durch Ribavirin der verantwortliche Mechanismus für 
die Hemmung ist.  
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Die Phylogenie des Lassa-Virus wurde genau untersucht. Es bestand ein Mangel an 
Sequenzen von nigerianischen Lassa-Virus Stämmen verglichen mit der verfügbaren 
Menge an Sequenzen von Stämmen aus Liberia, Sierra-Leone und Guinea. Sieben 
vollständige Genome wurden sequenziert und die Sequenzen in phylogenetischen 
Analysen untersucht. Die Einteilung in vier genetische Linien konnte bestätigt 
werden. Zusätzlich wurde eine putativ neue Linie oder Sublinie entdeckt. Es wurde 
eine zeitliche Analyse der Lassa-Virus Evolution durchgeführt, die kurze 
Evolutionszeiten von einigen hundert Jahren nahelegt. Weiterhin konnte bestätigt 
werden, dass sich Lassa-Virus innerhalb Westafrikas von Ost nach West 
ausgebreitet hat.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit sind teilweise in Originalartikeln publiziert und können 
Ärzten im Endemiegebiet beim Erkennen der Krankheit und der Behandlung von 
Patienten nützlich sein.   
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7 Anhang 
Abbildung 18: Inhibition von Lassa-Virus durch cycloSal-Nukleoside. Gezeigt ist das prozentuale 
Viruswachstum bei aufsteigender Stoffkonzentration im Vergleich mit unbehandelten Kulturen. Die 
Abkürzungen sind in Kapitel 2.1.9 erklärt. 
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Abbildung 19: Inhibition von Lassa-Virus durch L-Nukleoside. Gezeigt ist das prozentuale 
Viruswachstum bei aufsteigender Stoffkonzentration im Vergleich mit unbehandelten Kulturen. Die 
Abkürzungen sind in Kapitel 2.1.9 erklärt. 
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Abbildung 20: Inhibition von Lassa-Virus durch zugelassene antivirale Medikamente. Gezeigt ist das 
prozentuale Viruswachstum bei aufsteigender Stoffkonzentration im Vergleich mit unbehandelten 
Kulturen. Die Abkürzungen sind in Kapitel 2.1.9 erklärt. 
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Abbildung 21: Inhibition von Lassa-Virus durch Proteasominhibitoren. Gezeigt ist das prozentuale 
Viruswachstum bei aufsteigender Stoffkonzentration im Vergleich mit unbehandelten Kulturen. Die 
Abkürzungen sind in Kapitel 2.1.9 erklärt. 
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Abbildung 22: Inhibition von Zaire Ebolavirus durch cycloSal-Nukleoside Gezeigt ist das prozentuale 
Viruswachstum bei aufsteigender Stoffkonzentration im Vergleich mit unbehandelten Kulturen. Die 
Abkürzungen sind in Kapitel 2.1.9 erklärt. 
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Abbildung 23: Inhibition von Zaire Ebolavirus durch L-Nukleoside. Gezeigt ist das prozentuale 
Viruswachstum bei aufsteigender Stoffkonzentration im Vergleich mit unbehandelten Kulturen. Die 
Abkürzungen sind in Kapitel 2.1.9 erklärt. 
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Abbildung 24: Inhibition von Zaire Ebolavirus durch zugelassene antivirale Medikamente. Gezeigt ist 
das prozentuale Viruswachstum bei aufsteigender Stoffkonzentration im Vergleich mit unbehandelten 
Kulturen. Die Abkürzungen sind in Kapitel 2.1.9 erklärt.
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Abbildung 25: Inhibition von Zaire Ebolavirus durch Proteasominhibitoren. Gezeigt ist das 
prozentuale Viruswachstum bei aufsteigender Stoffkonzentration im Vergleich mit unbehandelten 
Kulturen. Die Abkürzungen sind in Kapitel 2.1.9 erklärt.
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Abbildung 26: Inhibition von CCHFV durch cycloSal-Nukleoside. Gezeigt ist das prozentuale 
Viruswachstum bei aufsteigender Stoffkonzentration im Vergleich mit unbehandelten Kulturen. Die 
Abkürzungen sind in Kapitel 2.1.9 erklärt. 
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Abbildung 27: Inhibition von CCHFV durch cycloSal-Nukleoside. Gezeigt ist das prozentuale 
Viruswachstum bei aufsteigender Stoffkonzentration im Vergleich mit unbehandelten Kulturen. Die 
Abkürzungen sind in Kapitel 2.1.9 erklärt.
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Abbildung 28: Inhibition von CCHFV durch zugelassene antivirale Medikamente. Gezeigt ist das 
prozentuale Viruswachstum bei aufsteigender Stoffkonzentration im Vergleich mit unbehandelten 
Kulturen. Die Abkürzungen sind in Kapitel 2.1.9 erklärt.
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Abbildung 29: Inhibition von CCHFV durch Proteasominhibitoren. Gezeigt ist das prozentuale 
Viruswachstum bei aufsteigender Stoffkonzentration im Vergleich mit unbehandelten Kulturen. Die 
Abkürzungen sind in Kapitel 2.1.9 erklärt.
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8 Abkürzungsverzeichnis 
AMP   Adenosinmonophosphat 
bp   Basenpaare 
bzw.   beziehungsweise 
CCHFV  Krim-Kongo hämorrhagisches Fieber Virus  
CMP   Cytidinmonophosphat 
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTP´s  desoxy-Nukleosidtriphosphate 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
EICAR  5-Ethynyl-1--D-ribofuranosylimidazol-4-Carboximid 
ELISA   Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
et al.   und andere (lat. et alii) 
FITC   Fluoresceinisothiocyanat 
g   Gramm 
x g   x-fache Erdbeschleunigung 
GMP   Guanosinmonophosphat 
GPC   Glykoprotein Vorläufer (engl. Glykoprotein Precursor) 
GTR   engl. general time reversible 
h   Stunde(n)    
HBV   Hepatitis-B-Virus 
HCV   Hepatitis-C-Virus 
HIV   Humanes Immundefiziens Virus 
hRSV   humanes Respiratorisches Synzytien Virus 
HSV   Herpes-Simplex-Virus 
ICx   X% inhibitorische Konzentration  
IC   Interne Kontrolle 
IgG   Immunglobulin G  
IgM   Immunglobulin M 
IMPDH  Inosinmonophosphat Dehydrogenase 
IVT    in vitro Transkript 
kb   kilo Basen 
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LASV   Lassa-Virus 
LB   engl. Lysogeny broth
LCMV   lymphocytäres Choriomeningitis Virus 
µl   Mikroliter 
µg   Mikrogramm 
m   Mikrometer 
mio.   Million 
ml   Milliliter 
mM   Millimolar 
min.   Minuten 
MOI   (engl. Multiplicity Of Infection) 
MPA   Mycophenolsäure 
mRNA  (engl. messenger RNA) 
MTT    3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid 
Nm   Nanometer 
NP   Nukleoprotein 
PBS   Phosphat gepufferte Saline (engl. Phosphate buffered saline) 
PCR   Polymerase-Ketten-Reaktion (engl. Polymerase-Chain-Reaction) 
pH   negativ dekadischer Logarithmus der H+-Konzentraion  
pH = -log [H+] (lat. pondus hydrogenii) 
RNA   Ribonucleinsäure 
RT-PCR  Reverse Transkriptase-Polymerase Ketten Reaktion  
s   Sekunde 
SDS   Natriumdocecylsulfat 
TAE   Tris-Acetat-EDTA 
Taq   Thermus aquaticus-Polymerase 
TMP   Thymidinmonophosphat 
U/min   Umdrehung pro Minute 
UTR   Nichttranslatierte Region (engl. untranslated region) 
V   Volt 
VHF   virales hämorrhagisches Fieber 
v/v   Volumen/Volumen-Verhältnis 
ZEBOV  Zaire Ebolavirus 
ZKÜ   Zellkulturüberstand 
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